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緒 論
癌 の治 療 にお いて 、化学 療 法 剤 ……す なわ ち制癌剤 の果 す役 割 は大 き
い。現在 、 多数 の制癌剤 が 、単 独 であ るいは放射線 療法や手術療法 と組 み
合 わせ て使用 され てい る。薬学 の分 野 において も、新 しい制癌剤 の探索 や
合 成 は重 要 なテー マ となってい る。
一方 既存 の制癌剤 の作用機 序 に関す る研究 も盛 んで ある。 こうした研 究
に よ る知見 は、新規 活性物 質の ス ク リー ニ ングや合成 、分子 設計に役立つ
一 方 で、細胞 の機能 解明 やガ ン細 胞の代 謝系 の研究 といった、生化学 お よ
び分子 生物学 の分野 に も寄 与す る。
ブ レオ マ イ シ ン(BLM、図1)は 、梅 沢 らに よっ て発 見 され た放 線 菌
S七rep七〇mycesver七icillusが産生 す る分子量 約1500の 糖ペプチ ドで
あ る。1-3)BLMは抗腫瘍 性 の抗 生物質 で 、皮 膚癌 、頭頸 部癌 、悪性 リンパ
腫 な どの治療薬 と して 臨床 に広 く用い られ てお り、第12改 正 日本薬局方
に も収載 され てい る。BLMは図1に 示 したよ うに異 常 ア ミノ酸 を含 む糖ペ
プ チ ドで、末端 ア ミン ㈹ の異 な る多 くの分子種 が存在す る。4}医薬 品 と
籌鯉 瀛
㌔ 諾晦
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して使 用 され てい るの はA、約60%、B。約30%、そ の他約1眺 の混合物 であ
る。 また近 年 、BLMの発 酵生産 を行 う培地 中に前駆体 を加 えて得 られ る誘
導 体ペ プ ロマ イ シン(PEM)も臨床 に用 いられて いる。
BLMは腫 瘍細胞 並 びに グラム陽性菌 、 グラ ム陰性菌 、真菌 な どに広 く細
胞 毒性 を示 すが、そ の主 な作 用点 は細 胞内 のDNAであ ることが知 られて い
る。5⊃1980年代 には様 々なアプ ロー チ によるBLMの作 用メカ ニズムに関す
る研究 が、 日本 お よび アメ リカ、 ヨー ロ ッパの 多 くの研究 グループに よっ
て行わ れ た。 その結果 、BLMは従来知 られ て いた制 癌剤 とは異 な った、ま
っ た く新 しいタイブ の分子 であ る ことが明 らか にな っ牟。す なわち、BLM
はそ の分 子 内に 、図2の よ うに二つ の機能 領域 を持 うて いる ことが示 され
たの であ る。3工
第一 の領域 は、配位 子部位 と呼 ばれ る ピ リミジ ン～ ヒ ドロキ シヒス チジ
ン～ ア ミノ アラニ ン残 基 の領 域で あ る。 これ らが形成 する ピラミ ッ ド型 の
5座配位 子 が、Fe2+、VO2+、Mn2+、Co2+とい ったredox-activeな遷移金属
イ オ ンと配位 して 、その酸化 還元電位 を支 配 し、空 いた第6配 位 座 に溶液
中 の酸素 分子 を配位 して 、それ を効 率 的に活性化 す る。6'η従 って この領
域 は、酸素活 性化部位 で あ り、BLMの活性 中心 で ある。
第二 の領域 は末端 ア ミン～ ビチ アゾール残基 の領域 である。BLMの分解
産 物 やそれ を利用 した半合成BLM、光 異性 化BLM等の研究 か ら、 この領域
がDNAへの結 合部位 と して機 能 して い るこ とが示 唆 されてい る。8,9)
また、 グ ロー ス～ マ ンノース の糖 部分 は、癌 細胞へ の選択 的 な と り込み
や 、酸 素 活 性化 の際 の立体 的環 境 因子 として機 能 して いる とい う説 があ
る。io)
この よ うに、分子 内 に二 つの異 な る機能 を併 せ持つBLMは、あたか も小
さな酵素 分子 の ようにふ る まい、非 常 に効 率 の良 いDNA切断活性 を示 す。
BLMはDNAの二重鎖 を、グ アニ ン塩基 を特異 的 に認識 して、そ の3'側の
残 基 の糖 部 分 を攻撃 す る。 と りわ け 、Gの3'側塩基 が ピ リミジンであ る部
分 で効 率 よい切 断を起 こ し、その切 断性 はGC/GT>GA>>GGである。11)ま
た、長鎖DNAの切 断実験 で観 察 され た見 か け上 の最適 サイ トは、Py-G-C-
Puであ る。ユ2)
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図2BLMの 二 つ の機能 領域
この よ うに構 造決定 や反応機 構 な どの化学 的性質 の解明 が進 み、新 たな
「人工 的DNA切断分子 」研究 の端緒 ともなったBLMであ るが、唯一解明 さ
れず に残 され て いる問題 点 があ った。 それ はBLMとDNAの相 互作 用 にっ い
てで あ る。
BLMとDNAの相互作 用様式 にっ い ては、 これ まで相 反す る二っの仮説 が
それ ぞれ唱 え られて いた。第一 の仮 説 は、BLMがイ ンターカ レーター とし
て、 その ビチ アゾール環 部分 でDNAの二重 らせん の塩 基対 間にイ ンター カ
レー トす る と い う説 で あ り、13・14⊃長 い 間 多 くの 人 々 に よ り信 じ られ て き
た 。 一 方 、1980年代 後 半 に な って 、 第 二 の 仮 説 ～BLMはDNAの マ イ ナ ー グ
ル ー ブ に 巻 きっ く よ うに 結 合 す る(註)と い う説 が 提 出 され た。 これ は19
80年代 に な っ て急 速 に研 究 の進 ん だ 、他 の マ イ ナ ー グ ル ー ブ結 合 性 薬 物 か
註)こ こ で い う 「結 合 」 と は主 に 水素 結 合 と疎 水 結 合 に よる可 逆 的 な
分子 間相 互作用 の ことで あ り、共有 結合 の生 成 を伴わ ない。慣例 的 に
薬剤 や蛋 白質 がDNAにbindする こ とを 「結 合す る」 と訳 す。そのため
bondと訳 語 が同 じにな って しま い一 部混乱 を招 く恐れが あるが、他に
適 した 用語 がな いため 、本 論文 で は慣 例 に従 う。
3
ら得 られ た知見 に基 づ き、それ らの分 子構造 と比較 した結果 、Dickerson
らに よって提案 され た もので ある。15.16}
しか し、数 多 くの グ ルー プ に よっ て研 究 され て い るに もかか わ らず 、
BLMとDNAとの相互作 用様 式 とい う基 本的 な問題点 が未解決 の まま残 され
て い る。 これ は、分子 間 の相 互作 用 を直接観 測す る ような物理化学 的手法
・に よる研究 が少 な いため であ る。本研 究の 目的 は このBLMによるDNAの分
子 認識 の機 構 を、分 光学 的手 法 に よって解 明 し、既 に提出 されてい る仮説
に検討を加え、更に詳細な知見を
得 る こ と で あ る 。
そ こで筆 者 は、
(1)化 学 合成 したオ リゴヌ ク レ
オチ ドを基 質 として 用いて 、
(2)溶 液 中 でBLMとDNAの相互
作 用 をNMRによ り直接 観測 す るこ
とで 、BLMによるDNAの分子 認識
機 構 を明 らか にす る ことを 目的 と
して次 の3点 、す なわち
図3BLMの 活性化機構
[1]BLMとDNAの結 合様 式 の問題 イ ン ター カ レー ター か 、 マ イ
ナー グルー ブ結 合性 薬物 か?
[2]BLMはどの ように して グ アニ ン塩基 を認識 して いるか?
[3]BLMはどの ように して2番 目の ピ リミジ ン塩基(C/T)を認識 して
い るか?
につ いて検 討 を加 えた。
そ の結果 、筆 者 はBLMがDNAのマ イナー グルー ブ側 に結合 して、二組 の
水 素結 合 に よってG-pyrimidine配列 を認識 す る ことを明 らか にした(第1
章 、第2章 第3節)。 さ らに筆者 は、明 らか にな った塩基 認識機構 を もと
に 、 コ ン ピュー ター グ ラ フ ィ ック を利 用 した分 子 モ デル の構築 を行 っ た
(第2章 第4節)。
さて、筆 者 は以上 の よ うな戦 略 に従 いBLM-DNAの相互作 用の機構 を明 ら
か にす る過 程 で、一 っ の興 味深 い疑 問に行 き当た った。それ は、 い ままで
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に当研究 室 でBLMを研 究す る過程 で見 いだ され た、rBLMに よって異常 な
切 断 を受 けるDNA配列 』d(GGGGAGCTCCCC)(以下GA-12と略す)に っ いてで
あ る。 この オ リゴヌク レオチ ド配 列 は、本来 よ く切断 され るはずのG6pC7
部 位 よ りも、む しろマイナ ーサ イ トで あ ると考 え られ るG4pA5部位で効率
よい切断 を受 け るこ とが示 され た。
GA-12は分子 前半 にpurine、後半 にpyrimidineが連続す る とい う特徴的
な配 列 であ るため、立体 構造上 の何 らか の特 徴 がBLMの塩基特異 性 を変化
させ た もの と考 え られ る。 この よ うなDNAの塩基配 列特異 的な立体 構造の
差 異 は 、薬 物 一DNA相互 作 用のみ な らず 、蛋 白質 の結合や 、DNA自身の構
造 的 性質 を通 じて、複雑 な生体 内 の遺伝子 の発現調 節 を担 ううえで重要 な
役 割 を果 して いる と考 え られ る。筆者 はGA-12の溶 液中での詳細 な立体構
造 をNMRを使 って明 らか にす るため の一連 の実験 を行 った。それ に よ りBL
Mに よ る2番 目の塩 基認識 機構 が明 らか になる こ とが期待 され る。同時 に
第 二章 で提 出 したrモ デ ル』 の検 証 が可 能 であ る(第 三章)。
そ の結 果 、GA-12はB型のDNAであ りなが らその塩基平面 が らせ ん軸直
交 方 向に対 して角度 を持 って いる、r歪 ん だB-DNA』であ ることがわ かっ
た。 また、筆 者の提 出 したBLMの2組 の水素結 合 による塩基 認識のモ デル
は、GA-12のようなDNAの局所 的異 常構造 におけ るBLMの変 化 した切断性
を も説 明す る ことが で きた。す なわ ち筆者 の提 出 したBLMのDNA塩基認識
機構 お よびマ イナー グルー ブ結合 モデル は、一般 的 なBLMのDNA切断 にお
ける性質 を説 明で きるばか りで な く、GA-12のような特異 な配 列 にお ける
立 体環境 の異常 に も適 用可能 で ある こ とが示 され、モデル が正 しいこ とが
示 され た。
本 論文 で は、 一
(1)BLMとDNAの相互 作用様 式 、
(2)BLMによるDNAの塩基認 識機構 の解 明、
(3)BLMのDNAマイ ナー グルー ブ結 合モ デル 、
(4)DNA:d(GGGGAGCTCCCC)のNMRによる立体構造解 析 、
(5)結 合 モデル の検証 、
にっ いて述 べ る。
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図4BLMの マ イ ナ ー グ ル ー プ結 合 モ デ ル
6
本 論
第一 章BLMとDNAの 相互 作 用様式
二 本鎖DNAを特異 的 に切断 す るBLMは、 グ アニ ン～ ピ リミジ ン配 列 を認
識 す る機 構 を その分 子 内 に有 して い る。 このBLM-DNA相互 作 用 につ い て
は、 い まだに解明 され てい ない問題 点 がい くつ か残 されて いる。 と りわ け
BLM-DNAの相 互作 用様式 イ ン ター カ レー ター か 、マイナー グルーブ結
合 か とい う基本 的 な問題 に関 して、い まだ に決着 がつ いて いな い とい
うこ とは 、BLM-DNA相互 作 用 の 研 究 が いか に 困難 か を如 実 に物 語 って い
る。
こ うした背 景 には、DNAとBLMの特異 的 な相互 作 用を分子 レベルで観察
す る よ うな物 理 化学 的 な実 験 が ほ とん ど行わ れ て い ない とい う実 情 が あ
る。筆者 が ここで 注 目 したのは 、非 常 に多 くの研 究 グループが取 り組ん で
い るに もか かわ らず、BLM-DNA複合 体 ばか りかBLM単体 す らそ のX線 結晶
構 造解析 が得 られ て いな い とい う事 実 であ る。 これ には、次の4っ の理 由
が考 え られ る。
[1]BLMには分 子 内で コ ンポメー シ ョンの 自由度 の高 いテ トラペブチ ド
Sと 呼 ばれ る部分 と二 っ の糖 残基 が存 在 す るため、解析 に適 した結
晶 が得 られ に くい こ と。
[2]BLMは分子 量が約1500で、結 晶構 造解 析 が困難 とされて いる分子の
大 きさ を持 っ こ と。
[3]DNAの結晶化 が比較 的困難 で ある こ と。特 にB-DNAは結晶 中の配 向
力 や含 水率 の影響 を受 けや す く、限 られ た配列 で しか結晶 が得 られ
て いな い。
[4]BLMとDNAの会合定 数 が あ ま り大 き くな い(～105M-,)こと。
そ こで筆 者 は、高 分解能NMR法に よって 、溶液 中でBLM-DNA相互作 用を
観 測 す る こ とを企 図 した。高分 解能 パル スFT-NMRは生体高分 子(核 酸 お よ
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び蛋 白質)の 立 体構造 や相互 作 用を研 究す る手段 と して、 ここ数年 その進
歩 が著 しい。 もちろんX線 結 晶解析 に較べ て、一度 の実験 で得 られ る構造
デー タの量 お よび確度 が低 い、 あ るいは水分子 そ の ものが直接的 に観測で
きない、 といっ た欠点 もある。一方 相 互作 用研 究 にお けるNMR法の利点 と
して は、次 の4点 が考 え られ る。
[1]観 測可 能 なす べての核(1H,31P,13C,15N)をプローブ として、相
互 作 用 につ いて質 の高 い情報 を得 る ことが で きる。
[2]安 定 な1:1複合体 で な く とも(例 えば2系 間の平衡 の ような もので
も)観 測 し、 かっ 解析 で きる。
[3]温 度 、pH等 の条 件 が容 易 に変 え られる ため、幅広 い情 報が得 られ
る。
[4](X線 結 晶解 析 に比べ て)迅 速 であ る。
BLMにお いて は、 いま まで合 成DNAオ リゴマー を用 いた残基 特異 的な相
互 作 用 を観 測 した実 験 が行わ れて い なか っただ けに、 こ うした手段 に よる
分 子認 識機 構 の詳細 な解 明が期 待 で きる。
第 一節 実 験 系の 開発 とDNA塩基配 列 の設計
1-1BLMの 配位 金属 の選択
BLM-Fe2+は、水溶 液 中の溶存 酸素 を活 性化 して 、DNAを速 やか に切 断す
る。従 って、BLM-Fe2+(BLM-Fe3+)とDNAの系 で は相 互作 用の様 子 を、その
まま観 測 す る こ とはで きな い。っ ま り実 験 を行 うため には、(1)反 応条
件 を変 え るな ど してBLMがDNAを切 断 しない よ うにす るか、(2)DNAと
結 合 す る が切 断 反 応 は行 わ な いr不 活 性 なBLMアナ ロー グ』 を利 用 す る
か 、(3)BLMが 結 合 す るが、そ れ に よる切 断反 応 は受 けな いDNAのアナ
ロー グ を利 用 す る、等 の方策 を講 じて相 互作 用 を研 究 するの に適 した実験
系 を構 築 しなけれ ば な らな い。
と ころでBLMはCuZ+錯体 として培 地 よ り単 離 され るが、その活性 本体 は
redox-ac七iveなFez+およびFe3+錯体 で あ る。17驛19⊃BLMは様 々な金 属 イオ
ンと錯 体 を形成 す る こ とが知 られ てお り、 それ らにつ いて もDNAの切断活
S
図5P-3A-Cue+錯 体 の
X線 結 晶構 造 解 析
が広 い こ とがわか る。
性 が調 べ られ てい る。その配位
構 造 にっ い て は 、 活 性 型BLM-
Fez+のX線結 晶解析 が行われて
いな いため若干 の議 論の余地 は
あ るものの、図5に 示 したP-3A
8-Cuz+錯体(P-3AはBLMの生合
成 中間体 である)のX線 結晶構
造 解析 か ら類推 されて いる。2°}
表1に 主な遷移金属の イオ ン
半 径 、配位軌 道の形 、BLM複合
体 のDNA切断活性 を示 した。BL
MのDNA切断性 には配位軌道 が
平 面4配 位 あ るいは八面体6配
位で あ ることが必要 で、一方 イ
オ ン半 径について はかな り範 囲
そ こで筆 者 はBLMの中心 金 属 を置 き換 え るこ とで、DNAを切 断 しない
r不活 性BLMアナ ログ』を得 る こ とを検討 した。そ して、NMRの測定 に都
合 の良 い磁気 的性質 を有 す る と考 え られ るNiz+とvo3切二つの金属種 を、
BLMの中心金 属 として使 用す る こ とに した。
vo3+は反磁 性で あ りNMRスペ ク トルに影 響 を与 えない。Nit+は低 ス ピン
型 では反磁性 、高 ス じ ン型で は常 磁性 で あ る。実 際 にNMRを測定 した とこ
ろBLM-Niz+の中性 での プ ロ トンスペ ク トル には二 本の常磁性 シフ トした シ
グナルが観測 され 、全体 の スペ ク トルの広 幅化 も起 こって いたが、その影
響 は今 回の実験 に支障 が ない もの であ った。21)
一 般 に常 磁性金 属 は、 プ ロ トンの化学 シフ トを数十ppmも 変化 させた
り(常 磁 性 シフ ト)、 シグナルの線 幅 を極 端 にブ ロー ド化 させ る(常 磁性
緩和)と い う影響 を持 ってい るこ とが知 られてい る。今 回の実験 で筆者 が
企 図 したの は、BLM-DNA複合 体形成 にお け る水 素結合や疎水 的相互 作用が
そ れぞれ に及 ぼす変化 を、1H一及 び31P-NMRで追跡 するこ とであ る。その
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IonRadius HighSpin LowSpinBLM-metal
DNAcleavage
(●A) GeometrylMagn.2Geometry1Magn.2
VO2+
VOA'
Cr2+
Cr3+
Mn2+
Fe2+
Fe3+
Cot+
Co3+
Nit+
Cul+
Cut+
Zn2+
(0.58)3
(0.54)3
0.615
0.83
0.78
0.645
0.65
0.545
0.69
0.77
0.73
0.74
oh
oh
oh
oh
oh
oh
oh
oh
oh/th
oh/th
sp/oh
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
oh
oh
oh
oh
oh
sp
d
d
P
d
d
d
th/ohd
十
十
十
4
+5
十
1)C…di・ ・ti・nG・・m・t・i・・;・h…t・h・tral,th・t・t・ah・dr・いp sq…e・plane「
2)MagnetismofIons;d:diamagnetic,p:paramagnetic
3)ThevaluesforV4+andV5+arepresentedinparentheses.
4)BLM-Fe3+isreadilyreducedtoBLM-Fe2+.
5)BLM-Co2+isactivatedwithUVlight.
表1第2属 金属 イオ ンの性質
場 合 、BLMの 中心 金 属 の 常 磁 性 シ フ トの寄 与 が 大 き す ぎ る と結 果 が解 析 で
き な い 恐 れ が あ る。BLM-Ni2+およ びBLM-VO3+は、 い ず れ もそ う した 危 険 性
が 少 な い と考 え られ る 。
更 にBLM-VO3+はDNAの切 断 を行 わ な い が 、BLM-VO2++H、0,の系 は実 際 に
DNAを 切 断 す る 。7}従 っ てBLM-VO3+は切 断反 応 直 後 の 形 と考 え られ る の
で 、 よ り 「活 性 なBLM」 に 近 い形 と考 え る こ とが で きる(註)。
1-2合 成オ リゴDNAの塩基 配列 の設計
BLMとDNAの相互 作用 様式 が長 い間解 明され て いなか った背景 には、長
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鎖DNA(生 体 か ら抽 出 されて きた長 さ、配列 不明 のDNA混合 物)やDNAの
ホ モ ポ リマー を用 いた実験 の みが主 流 で、特 定の 配列 を持 っ オ リゴヌク レ
オ チ ドを用 いた実験 が行 われ てい なか っ たこ とが上 げ られる。 それ ゆえ、
筆 者 らの グル ープ で は実験 にオ リゴDNAを用 いる とい う戦略 を採 用 したの
で あ るが 、 その ため には塩基配 列 の設計 が重 要 であ る。すなわ ち、
[1]DNAとBLMの相互 作用 が起 こる部 位 を 、分 子 内で ただ一 か所 に限定
しな ければ な らな い。
とい うことであ る。
この考 え に基 づ いて 、当研究 室 の中 山 らに よ りGC-12およびGA-12の二
つ のDNA配列 が設 計 され た。 これ らの配 列 は分子 の 中心 に ただ一 か所GpC
配列 を有 す る 自己相 補 的 な ドデカ ヌ ク レオ チ ドで ある(表2)。
AbbreviationSequence
GC-12d(CCCCAGCIGGGG)
AT-12d(CCCCAATTGGGG)
GA-12d(GGGGAGCTiCCCC)
GT-12d(CCACCTAGGTGG)
表2合 成DNAの塩基 配列
註)NMR実 験 に都合 の良 い反磁 性 であ る に もかか わ らず、今 回 の実験 には
BLM-Zn2+とBLM-Co3+を使 用 しなか っ た。 この二つ のBLM錯体 について簡単
に触 れて お く。
まずZn2+イオ ンは、蛋 白質 中や低分 子 配位 化合物 中 で しば しば四面 体4
配 位 を取 る こ とで知 られ て いる。 その ため 、BLMと錯体 を形 成 した時 に、
その配 位子 の立体 構 造が活 性型BLMとは異 な るの で はないか と懸念 した。
一 方Haasnootらは 、Znz+の八面体6配 位 を仮定 してBLM-Znz+の配位子 部位
の推定構 造 をNMRおよび計算 機実 験 に よ り提 出 して いるが、配位 してい る
窒 素原子 の特 定 が されて い ないな ど根 拠 に乏 しい。23,
また杉 山 らが報 告 して い るBLM-Cos+は反 磁性 で それ 自身DNA切断活性 を
持 たない。 しか し酸化 状態 な どの異 な る三 種 のiso-formから、単離精製 す
る とい う操作 が必 要 となる ため 、実験 に用 い るこ とがで きなか った。
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GC-12は分 子 中 心 のG6pC7部位 で選 択 的 にBLMに よ り切 断 さ れ る こ とが
示 され た の で 、筆 者 も こ の 配 列 を 用 い てBLM-DNA相互 作 用 を検 討 し た。 そ
の 際nega七ivecon七rolとして 、GC-12のG6pC7部位 をAT塩基 対 に して 、
BLMに よ る 特 異 的 な切 断 を 受 け な い配 列 、AT-12を設 計 ・合 成 し、BLMと
の 相 互 作 用 を比 較 検 討 した(第 一 章 第 二 節)。 ま たGA-12はG4pA5部位 と
い う本 来 な らよ り切 断 さ れ に く い部 位 で 効 率 よ く切 断 され る こ とが 明 らか
に な っ た 。 こ れ はDNAの 配 列 特 異 的 な立 体 構 造 に 由来 す る と考 え ら れ る。
筆 者 は さ ら に 、GA-12の詳 細 な 立 体 構 造 を 明 らか に す る こ とが 、BLMの 塩
基 認 識 機 構 の 解 明 に つ な が る と考 え 、 そ の 溶 液 構 造 を明 らか に し た(第 三
章)。
し か し後 に述 べ る よ うな 理 由 に よ り、GC-12ではBLMとDNAの 部 位 特 異
的 な 相 互 作 用 を 観 測 す る に は 限 界 が あ る こ と が わ か っ た 。 そ こ で 前 記
[1]に 加 え て 、 あ ら た に 次 の4っ の 条 件 を考 慮 して 、GT-12の配 列 を設
計 し合 成 し た 。 す な わ ち
[2]BLMの 結 合 部 位 に はGpC配 列 よ り もGpT配 列 の ほ うが適 当 で あ る。
[3]NMR実 験 に は 自 己相 補 的 な12merが適 して い る が 、BLM-DNA複合体
を形 成 し た時 、 一 っ のduplexあた り二 分 子 のBLMが 結 合 す る 様 に設
計 す る 。
[4]BLMが 結 合 す る部 位 は 、DNAの3'側 に す る 。
[5]DNA側 の シ グ ナ ル 分 離 を よ くす る た め 、 繰 り返 し配 列 を避 け る。
こ こで 最 も重 要 な の は[2]項 と[3]項 で あ る 。 次 節 に お い てGC-12
を 用 い た 実 験 よ り明 ら か に な る こ とで あ る が 、BLMは マ イ ナ ー グ ル ー ブ 結
合 性 薬 物 で あ る。 この と き例 え ば 自 己相 補 的12merの中心 にGpC配 列 が あ
る と(図6A)、
(A)1duplexあた り(2分 子 のstrandあた り)1分 子 のBLMし か 結 合 で
き な い 。 そ の た めDNAの シ グ ナ ル がBLMの2倍 の 強 度 で現 れ る こ と
に な る、BLM上 に 生 じ た変 化 の 観 察 が 難 し い 。
(B)自 己相 補 的 なDNAで は 、uppers七randもlowerstrandもNMR的に等
12
5'-XXXXXGCXXXXX-3'A 3'-XXXXXCGXXXXX-5'
or
5'-XXGCXXXXGCXX-3'B 3'_XXCGXXXXCGXX-5'
OI' or or
5'-XXACXXXXGTXX-3'c3・-XXTGXXXXCAXX-5・
/hl.
図6GpT部 位 を有 す るDNA塩基配列 の設計
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価 で あ るが 、薬 物 が結合 す る と非等価 に なる。 この ときスペ ク トル
上 でそれ ぞれの シグナ ルを 同定 す る ことは事 実上 困難 であ る。
とい う二 つ の問題 点が 明 らかに な った。
そ こでGpC配列 を分子 の中心 か ら離 れ た ところに配置 した らど うか とい
うこ とを考 えたのが図6Bで あ る。 これ はDNAが自己相補 的で ある以 上、
GpC配列 の反対側 にもGpC配列 が で きて しまうため 、1strandあた り1部
位 の原 則 に反 する。 また系が 図の ような複雑 な平 衡 とな るため 、実験 上不
都 合 が予想 される。
そ こで筆 者 はGpT部位 をBLMの結 合部位 と した(図6C)。 図6Aの と
き とは異 な りGpT配列 の反対側 はApCであ るため、BL'Mによ り認識 ・切断
され る鎖 とその反 対側 の鎖 の両方 か らNMRによる情報 が得 られ る。 また、
DNAに対 しBLMが完 全 に飽 和 した状 態 で は 、1duplexあた り2分 子 の
BLMが結 合 して 回転 対称 な複 合 体 を形 成 し、 この と きシグ ナル の強 度 は
BLM:DNA=1:1である。 したが ってBLM、DNA双方 の情報 を得 る ことがで
きる。
[4]項 は、オ リゴDNAを用 い た切 断実験 の場合 、DNAの3'側 の部位
が効 率 よ く切 断 され る例 が 多 い こ とを考 慮 した。[5]項 は、NMRによる
帰属 解析 に主 眼 を置 いた ため であ る。
この よ うな[1]～[5]の 条 件 を満 たすDNA配列の一つ が、筆者 の設
計 ・合成 したGT-12の配列 で ある。 このDNAを用 い た実験 はBLM-DNA相互
作 用につ いて極 め て重 要 な知 見 を与 えた(第 一 章第 三節 、第二 章)。
図7(パ ネ ル左)はGC-12お よびAT-12の、 また図7(パ ネル右)は
GT-12のBLMによ る切断実 験 の結 果 を、20%ポ リアク リル ア ミ ドゲル電
気 泳動 で分析 した結 果で あ る。GC-12、GT-12はそれ ぞれ予 測 され たBLM
切 断部位 であ るG6pC7およびGgpT10で、選択 的 に切断 されて いる。一 方、
AT-12はBLMの認 識配列 を持 た ないため に、ApT部位 あ るい はGpG部位 と
い った本来 な ら切 断 を受 け ない箇所 で切 断 を受 けて いる。 またGT-12は、
初 めにGgpT10部位 で切断 を受 け た後 、 さ らにApC部位 やGpGで切 断を受 け
る ことが あ る。
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lon
㎜
HZOZ
GC-12
一
・Fe2+NiZ+VO3+
一 十 十
啣 十 一 一
AT-12
一
一Fe2+
一 十
一 十
GT-12
一
一Fez*VO3+
一 十 十
伽 十 一
A:12mer,B:d(CCCCAG)pCH2COOH,
C:d(⊂℃ACCTAGG)pCH2(刀()H
図7GC-12,AT-12、GT-12のBLM一金 属 錯 体 に よ る切 断 実 験
(7M尿素 入 り20%ボ リアクリルアミド 電 気 泳 動 に よ る分 析)
Gc-12をBLM-Ni2+、BLM-vo3+と1時間 イ ンキ ュベ ー ト して も、 切 断 反 応
は み られ な い 。 同 様 の こ と はGT-12とBLM-VO3+につ い て も い え る。 これ ら
の こ とは 、先 に述 べ たBLM-NiZ+やBLM-vo3憂がNMRに よ る実 験 に 適 したr不
活 性BLMア ナ ロ ー グ 』 で あ る こ と を示 して い る 。
第 二 節GpC部 位 を 有 す るDNAオ リゴ マ ー(GC-12)にお け るBLM結 合 の
影 響 ・.
2-1CDス ペ ク トル に よ る相互 作 用の検 討
図7か ら も 明 ら か な よ う に 、GC-12はG6pC7部位 でBLMに よ る切 断 を受
け るがAT-12は受 け な い。 筆 者 は 両 者 のCDス ペ ク トル を 測 定 しな が ら、
BLM-NiZ'で滴 定 実 験 を行 っ た 。 図8は そ れ ぞ れ 、BLM-Ni2+を加 え た ス ペ ク
トル か らBLMのCDを 差 し引 い た 差 ス ペ ク トル で 、DNAの 変 化 を 示 す 。
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BLMが存 在 し な い 時 に は 、GC-12もAT-12もよ く似 た パ ター ンを示 す 。
従 っ て 両 者 はB型 構 造 のDNAで 、 中 心 のG6pC7部位 お よ びA6pT7部位 を除
い て 、 立 体 構 造 は よ く似 て い る と考 え られ る 。 と こ ろ が 、GC-12にの み
BLM-NiZ*の添 加 に 伴 うCDの 変 化 が 観 察 さ れ た 。 す な わ ち 、BLM-Ni2+は
GC-12のG6pT7蔀位 に特 異 的 に 相 互 作 用 を して い る こ とが 明 らか で あ る。
筆 者 は 更 に 、260nmで の[θ]値 の 変 化 をBLM濃 度 に対 して プ ロ ッ ト
2
i
O
x
m
0
一t
Wavelength(nm)
150
塁 鴎
8
N
..+盟3°
三12。
m
w
oiio
&
器1・・
U
90
Wavelength(nm)
468置Ol21416'!8
[BLMJ/[duplex)
図8CDス ペ ク トル に よ るGC-12・AT-12のBLM-Ni2+に よ る 滴 定
(A)GC-12、(B)AT-12、(C)GC-12の260nmの[θ]値 の 変 化
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し 、 非 線 形 最 小 自 乗 法 を 用 い たcurvefittingよ り 、BLM-Nit+の部 位 一 か
所 あ た り の 結 合 定 数K。を 求 め た と こ ろ 、K。 ・4.0×105M-1で あ っ た 。
2-2蛍 光 スペ ク トル に よる相 互作用 の検討
BLMは そ の ビチ ア ゾ ー ル 環 部 分 で 近 紫 外 部 に 蛍 光 を発 す る 。 そ の 励 起 極
大 波 長 は280nm、蛍 光 の 極 大 は350nmであ る 。 従 来 よ りこ の 部 分 の 蛍 光
が 、DNAの 添 加 に よ り消 光(quenching)する こ とが 知 られ て い た。25-27)
こ の 蛍 光 の 消 光 現 象 はBLMが イ ン ター カ レー ター で あ る と主 張 す る重 要 な
根 拠 の 一 つ で もあ る 。
図9はBLM-Ni2+およびBLM-vo3+を、 そ れ ぞ れGC-12およびAT-12で滴 定
し た時 の350nmの蛍 光 強 度 を プ ロ ッ トし た グ ラ フ で あ る。 ど ち らの錯 体 も
GC-12の添 加 と と もに 顕 著 な 消 光 を示 して い る。 一 方 、BLMの 認 識 配 列 を
持 た な い 、AT-12では そ の 消 光 効 果 は小 さ い 。 こ の結 果 か ら もBLM-NiZ+お
よ びBLM-VO3+が、GC-12のGpC部 位 と特 異 的 に相 互 作 用 して い る こ とが示
唆 され る。 しか しAT-12でもBLMの 蛍 光 は消 光 す る の で 、AT-12とBLMの
間 に も 何 ら か の 非 特 異 的 な相 互 作 用 は 存 在 す る と考 え る の が 妥 当 で あ ろ
う。 切 断 実 験(図7A)の 結 果 も この 考 え を 支 持 す る。
ま た こ こで 注 意 し な け れ ば な ら な い の は 、 二 つ の 含 成DNAに は蛍 光実 験
の 励 起 波 長 領 域 に紫 外 部 の 吸 収 が 重 な っ て い る こ とで あ る。 そ の た め 、 こ
ε
こ
匸duplex】1【8しM1
LL
048121620
(duplex]/(BLM]
図9BLMの ビチ ア ゾ ー ル環 部 分 の 蛍 光 のDNA添 加 に伴 う消 光 現 象
(A)BLM-Ni2+、(B)BLM-VO3+。○ はGc-12、● はAT-12でそ れ ぞ れ 滴 定
した も の 。 励 起 波 長300nm、観 測 波 長350nm。
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●
う した蛍 光 滴定実験 で は ビチ アゾー ル環 の励 起極大 よ りもさ らに長波長側
に ず らした300nmで励 起 を行 って い るが 、 この位 置 で もDNAに吸収 があ
り、大過 剰 のDNAを系 に加 えた場合 それ は無 視 で きない。い くっ かの報告
で は 、天 然 か ら取 られ たhomogeneousでな いDNAを実 験 に用 いて い る う
え 、 この こ とに は全 く触 れ ず にBLM-DNA結合 定数 を算 出 して い る ため、
25-28}その値 には疑問 が持 たれ る。筆 者 の用 いた実験系 では、蛍光光 度計
の原理上 補 正が 困難で あ るため、 この実験 か らの結合定 数の算 出は行 わ な
か った。
2-3イ ミノ プ ロ トンNMRに よ る 相 互 作 用 の 検 討 ゜
CDス ペ ク トル お よ び 蛍 光 の 消 光 現 象 の 実 験 結 果 は 、 い ず れ も 、
BLM-Niz+やBLM-VO3+がGc-12のG6pc7部位 に結 合 し て い る こ とを示 唆 して
い る 。 そ こで 筆 者 は 、GC-12のイ ミ ノ ブ ロ トン領 域 のNMRシ グ ナ ル を指 標
に 、BLM-Ni2+およびBLM-VO3+によ る滴 定 実 験 を行 っ た 。
こ こでDNAの イ ミノ プ ロ トン につ い て 説 明 して お く。 図10Aに 示 した
よ うに 、DNA分 子 は溶 液 中 で は水 素 結 合 に よ り二 重 らせ ん を形 成 し、 この
A B
図10Watson-Crick塩基 対 の構 造(A),
B型DNA中 の イ ミ ノ プ ロ トンの 位 置(B)
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と きWa七son-Crick型と呼 ばれ る塩基 対 をつ くる。 イ ミノプ ロ トン(A:T塩
基 対 のT-N3H、G:C塩基対 のG-NIH)は、交 換 性の プ ロ トンであ る。溶 媒
で あ る水分 子 のプ ロ トン と速 い速度 で交 換 して い るため、通常 観測 で きな
い 。 しか しSS1-129}ある いはSS1-3-3-13°}とい っ た選択励 起パル スを
用 い るこ とで、二重 鎖 を組 ん で い る とき、あ るいは特 殊 なル ープ構造 を形
成 して水 の プ ロ トンとの交 換 が抑 え られ てい る時 に か ぎ り観測 す る ことが
で きる。
イ ミノブ ロ トンシグナ ル は塩 基対 を形 成 して いな い時 は、9～10.5ppm
に観測 され る。 塩基対 を形成 して い る時 は、G-NIHが12～13ppm、T-N3H
が13～14.5ppmにシグナ ル を与 え る。 この よ うに極 端 な低 磁 場 で観 測 さ
れ 、核 酸 にの み特徴 的 な信号 であ るため、DNA一薬物 相互 作用 を研 究す る時
に 、薬 物 由来 の ユHシグナ ルに邪 魔 され ず に追 跡 で きる。 さらに、図10B
の ようにB型DNAで は、 イ ミノプ ロ トンは らせ ん中央 に、 らせ ん軸 に沿 っ
て位置 して いる ため、そ の化 学 シ フ トは塩基 対 の開裂 ばか りでな く、DNA
立 体構 造 の変化 に も極 め て鋭 敏 で あ る。 したが ってBLMのDNA結合様 式 を
調 べる上 で 、重 要 な情 報 を得 る こ とが期 待 で きる。
1
5'-
3'-
12
2345
CCCA
GGGT
111098
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ACCC
54.32
図11GC-12の ナ ンバ リン グ シ ス テ ム
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1
図11にGC-12の 各 残 基 の ナ ンバ リン グ シ ス テ ム を掲 載 し た。 以 後 の説
明 は こ の ナ ンバ リン グ に 従 っ て行 う。 図12お よ び 図13は 、GC-12のイ
ミ ノ プ ロ トン を観 測 しな が ら 、BLM-Ni2+およ びBLM-VO3+でそ れ ぞ れ 滴 定 し
た ス ペ ク トル で あ る。 先 に求 め た 、BLMの 部 位 あ た りのK。か ら、NMR測 定
条 件 の 濃 度(2.5mMstrand/1.25mMduplex)では1当 量(1.25mM)の
BLMの添 加 に よ っ て 、 ほ ぼ90毘以 上 がBLM-DNA複合 体 を形 成 して い る こ と
に な る。 しか し図 の よ う に い ず れ の 場 合 に も イ ミ ノ プ ロ トン(お よび ア ミ
19
ノブ ロ トン ・塩 基部 プ ロ トン)の 化学 シ フ トに変化 は観察 され なか った。
BLM-Ni2+を添加 した時 に シグナル の若干 の広幅 化 とべ一 スライ ンの うね り
が見 られ るのは 、Niz+のもっ常 磁性 効果 の影響 で あ る と考 え られ る。
G10
14 13 1211109
ChemicalShlft(ppm)
一8フ
図12Gc-12のBLM-Ni2+滴 定 実 験 の イ ミ ノ プ ロ ト ン 領 域'HNMRス ペ ク ト
丿レ。[BLM】/[duplex]=0(a),0.1(b),0.2(c),0.6(d)and
1.0(e)o
20
2-4リ ンNMRによる相互 作用 の検討
同様 に筆者 はGC-12のリンのNMRシグナル を帰属 し、その シグナルを指
標 にBLM-Ni2+およびBLM-vo3+で滴 定実験 を行 っ た。 リン原子 も また核 酸に
特 有 の もの であ るため、薬 剤 由来 の シグナル に邪魔 され るこ とな く相互作
用による?二側の変化欟 察できる.i
冖T冖T「 π〒冖〒 「「0冖T冖T「 「「TT↑「m-「rrrrrrrr〒「rrrrrrrr卩一r「 「冂0厂 一
147?12工11098フ
ChemicalShift(ppm)
図13GC-12のBLM-VO3嫡 定 実 験 の イ ミ ノ プ ロ ト ン領 域1HNMRス ペ ク ト
丿レ[BLM]/[duplex]=0(a),0.1(b),0.2(c),0.6(d)and
1.0(e)o
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リ ン酸 は 、 核 酸 の 糖 一 リン酸 骨 格 と して 、 らせ ん 構 造 の最 外 郭 を取 り巻
い て い る(図14B)。Gorensteinら に よれ ば 、31,32)核酸 に お け る リン
の 化 学 シ フ トは リン 酸 ジエ ス テ ル 結 合 回 りの二 面 角(α 、 ζ)に 依 存 す
る 。 通 常 のB型DNAで は(α 、 ζ)は そ れ ぞ れ(-270°,-300°)の
(gauche-,gauche-)であ り 、-3.5～-4.5ppmの範 囲 で 観 測 さ れ る。Z型
DNAに見 られ る よ うに リン が(gauche-,trans)とな る と、 そ の シグ ナ ル は
一2.Oppm前後 の高 磁 場 に 観 測 され る様 に な る 。
A
図14リ ン酸 のtorsionangle(A)と、DNA中 の位 置 関 係(B)
BLMがDNAに結 合す る と きも、その リン酸部分 に影響 を及 ぼす可 能性 が
あ る。BLMペプチ ド鎖 の末端 残基 に は、スル フォニ ウム基(BLM-AZ)、グ ァ
ニ ジニ ウム基(B,)、様 々な ア ミノ基(A,,PeM)とい った生理 的条件 下 でプ
ロ トン化 して正電 荷 を有 す る官能基 が存 在 して いて(図1参 照)、 しか も
そ の正 電荷 はBLMの活性 発現 に必 須で あ る。33}そのため筆者 は、BLMの正
電荷 を もっ た残基 とDNAのリン酸 の負電 荷 との間 の静電 的相互 作用 を31P
NMRで観測 す る こ とを期 待 して 、BLMでの滴定 実験 を行 った。
図15に そ の結 果 を示 す 。 切 断部 分 で あ るG6pC7のリンの シグ ナ ルは
他 の シグ ナル と重 な って い る ため少 々わか りに くいが 、 いず れの錯 体 に
よ る滴 定 で もそ の化 学 シフ トに変化 は見 られ なか っ た。切 断部 位 の前 後
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(A5pG6,C7pT8)にお い て も 同様 で あ る 。
BLM-Nit+、BLM-VO3+どち らの 錯 体 で も リンの シ グ ナ ル はブ ロー ド化 す る
が 、 そ の 程 度 はBLM-Ni2+に顕 著 で あ る 。 これ はNit+の持 つ 常 磁 性 緩 和 の 影
響 で あ る と考 え られ る。 こ う した シ グ ナ ル の ブ ロー ド化 は 、BLM金 属 錯 体
図15Gc-12のBLM-Ni2+(A)、BLM-VO3+
(B)滴 定 実 験 の31PNMRス ペ ク トル
がGC-12と相互作 用 して いる
こ とを示 唆 する。 しか しその
変 化 は、 当初期 待 され たよ う
な残基特 異 的な ものでは なか
っ た。
2-5GC-12の そ の他 の プ
ロ トンに生 じた変化
筆 者 は 更 に 、GC-12とBLM-
Ni2+(1:1)複合 体 の2DNMR
を 解 析 して 、BLM-Ni2+が結 合
し た時 のDNA側 の そ の他 の プ
ロ トンの 変 化 を調 ぺ た 。 表3
に 、GC-12のプ ロ トン お よび
リ ン の 化 学 シ フ ト(A)、
GC-12に1当 量BLM-Ni2+を加
え た時 の化 学 シ フ ト(B)、
お よ び そ の 際 の 化 学 シ フ ト変
化(C)を 示 した 。
BLM-Ni2+を添 加 し た時 に 、相 互 作 用 由 来 あ る い はNi2+の常 磁 性 由来 で い
くつ か の プ ロ トン シ グ ナ ル が ブ ロ ー ド化 した た めNOESY、DQF-COSYで帰 属
の で き な か っ た も の が あ る 。 詳 細 に つ い て は筆 者 修 士 論 文 に て 議 論 して い
る の で こ こで は 割 愛 す る 。
表3Cよ り明 ら か な よ う に 、GC-12のプ ロ トン、 リ ンの シ グ ナ ル はBLM-
Niz+の結 合 に よ っ て 全 く変 化 しな い 。 唯 一 変 化 す るの は 、末 端 のC12残 基
で あ る が 、 そ れ 以 外 の 変 化 は最 大 で も0.06ppmと小 さ い 。
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筆者 は当初GC-12を用 い た実験 系でBLM-DNA相互 作用 を明 らか にす るこ
とを企 図 したが、 この よ うに全 く変化 の観察 で きない系 では、 その詳 細 を
原 子 レベ ルで解 明 す るこ とは事 実上 困難 で ある。 これ はGC-12を用 いた系
の 限界 で あ る と考 え られ る。 次節 にお いて 、改 良 したDNA配列 を用 いた系
に よる実験 につ い て述 べ る。
Table3:ProtonandPhosphorusChemicalShiftsforFree
ItsComplexwithBLM-VO3+,at30°C,pH6.8(ppm)
GC-12and
A:FreeGC-12
base H8/H6H2/H5/H1'
CH3
H2宦 H2" H3' H4' NIHC/
N3H
C17.79
C27.66
C37.57
C47.48
A58.17
G67.64
C77.30
T87.27
G97.80
G107.67
G117.63
G127.69
5.94
5.71
5.64
5.66
7.64
5.18
1.90
5.962.182.53
6.002.232.48
.5.942.122.41
5.272.052.30
6.042.752.90
5.732.502.61
5.841.932.42
5.651.962.29
5.492.612.62
5.572.532.64
5.762.512.68
6.112.432.33
4.644.10-
4.854.20-
4.834.17-
4.814.07-
5.044.39-
4.974.3612.80
4.704.16-
4.814.0714.07
4.93.4.2713.03
4.944.3113.11
4.924.3313.18
4.604.1713.27
base N4HZc 3'-P H5'/H5"
Cl
C2
C3
C4
A5
G6
C7
T8
Gg
G10
GIl
G12
a
8.43
8.50
8.62
!・
a
6.93
6.83
6.89
b
一3 .70
-3.66
-3 .69
-3 .32
-3 .85
-3 .68
-4 .00
-3.73
-3 .43
-3 .52
-3 .60
6.11
4.08
3.78
b
b
4.00
4.19
b
4.06
4.12
b
4.13
b
b
b
b
b
4.12
b
b
3.97
b
b
b
b
aN°ta
bNota::嬲 .beεa擺 、°fgn。theterminalfdat10°C.「ey'ng°
表3GC-12の プ ロ トン お よ び リンNMRの 化'学シ フ ト。(A)
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B:GC-12 3+ComplexedwithBLM-VO
base H8/H6H2/H5/H1'
CH3
H2' H2" H3冒 NIHc/
N3H
Cl
C2
C3
C4
A5
G6
C7
T8
Gg
G10
Gll
G12
7.77
7.64
7.50
7.45
8.17
7.63
7.30
7.26
7.79
7.67
7.63
7.67
5.91
5.76
5.64
5.63
b
5.18
1.53
5.95
6.00
5.93
5.31
6.05
5.73
5.86
5.67
5.50
5.58
5.73
6.08
2.15
2.21
a.os
2.00
2.73
2.50
1.92
1.95
2.60
2.50
2.50
2.31
2.53
2.47
2.38
2.23
2.90
2.61
2.40
2.27
2.63
2.60
2.55
2.43
4.65
4.83
4.81
4.79
5.04
4.93
4.69
4.81
4.93
4.93
4.93
4.61
12.79
14.07
13.01
13.11
13.15
13.20
C:Che皿icalShiftDifferences(δcomleg一 δfree)(PP皿)
base H8/H6H2/H5/H1'
CH3
H2' H2" H3' NIHC/
N3H
Cl
C2
C3
C4
A5
G6
C7
T8
Gg
G10
GIl
G12
一 〇 .02
-0 .02
-0 .07
-0 .03
0.00
-o .oi
o.00
-o .oi
-o .oi
o.00
0.00
-o .oa
一〇 .03
-0 .04
0.00
-0 .03
0.00
0.膠03
一〇 .oi
o.00
-0 .01
0.04
0.01
0.00
0.oa
o.oz
O.01
0.oi
-0 .03
-0 .03
一〇 .03
-0 .02
-0 .04
-0 .05
-0 .02
0.00
-o .oi
-o .oi
-o .oi
-0 .03
-o .oi
-o .ia
o.00
-o.oi
O.03
-0.07
0.00
0.00
-o.oa
-o.oa
o.oi
-0.04
-0.13
0.io
o.oi
-o.oa
-o.oa
-o.oa
o.00
-0.04
-o.oi
o.00
0.00
-o.oi
o.oi
o.ol
表3(続 き) BLM-Ni2+・GC-12複合 体(B)、 お よ び そ の 差(c)
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隔
第 三 節GpTサ イ トを 有 す るDNAオ リゴマ ー(GT-12)に見 られ るBLM結 合
の 影 響
前節 で は、GC-12がBLMとただ一 か所 で特 異的 に相互作用 す るに もかか
わ らず 、そ のNMRスペ ク トル に変化 が見 られ な い こ とが 明 らか になった。
そ こで筆 者 はGC-12のシステ ムの欠 点 を考慮 した うえ、よ りNMR法に よる
研 究 に適 して いる と考 え られ る新 たな配 列 、GT-12を設計 し合 成 した。 そ
の配列設 計 の戦略 は、第一 節 に詳 述 した通 りで ある。
3-1イ ミ ノ プ ロ トン に よ る滴 定 実 験
GC-12の時 と 同 様 に 、GT-12の イ ミ ノ プ ロ トン を 観 測 し な が ら 、BLM-
VO3+で滴 定 実 験 を行 っ た 。GT-12のナ ンバ リン グ を 図16に 、 イ ミ ノ プ ロ
トンス ペ ク トル を 図17に 示 す 。
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図16GT-12の ナ ンバ リン グ シ ス テ ム
GT-12の時 と は明 らか に異 な り、BLM-VO3+の添 加 に とも な い 、 切 断 部 位
で あ るT10N3Hおよびduplex末端 で あ るG12NIHの2本の シ グ ナ ル の み が 、 プ
ロ ー ド化 しっ っ 特 異 的 な 高 磁 場 シ フ トを示 した 。 これ は、BLMがGT-12の
GgpT10部位 に特 異 的 に結 合 して い る こ とを 示 して い る。
一 方 、G12の イ ミノ プ ロ トンの 変 化 は 、BLM結 合 に 伴 うduplexの不 安 定
化 に よ り、末 端 で 塩 基 対 の 開 裂(terminalfraying)が起 こ っ て い る と考
え られ る 。
ま たBLMの 塩 基 認 識 は 、G特 異 的 で あ る た めBLMはGT-12のG9を認 識 し
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て結 合 して い る と考 え られ る が 、
T10N3Hには変 化 が見 られ たの とは対
照 的 にGgNIHシグナル に は全 く変 化
が見 られ なか ったの は、特筆 に値 す
る。
3-2塩 基部 プ ロ トンお よびチ ミ
ジ ンメチ ルプ ロ トン部 分 の変化
更 に 筆 者 は 、GT-12のBLM-VO3+に
よ る滴 定 実 験 をD、0中 で行 い 、 そ の
芳 香 族 プ ロ トン領 域 に 観 測 さ れ る塩
基 部 プ ロ トン(purineH8,adenine
H2,pyrimidineH6)の変 化 を追 跡 し
た(図18)。 ま た 同 じス ペ ク トル
のT-CH,につ い て も追 跡 し た(図1
9)o
ま ず 図18に お い て 最 も顕 著 な変
化 は 、A-H2由来 の シ ャ ー プ な シ グ ナ
ル の う ち一 方 、A3H2のシ グ ナ ル の み
がBLM-VO3+の添 加 に と も な い 極 端
0
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一14.514.013.513.012.512.0
図17GT-12のBLM-VO3+滴 定
実 験(イ ミノブロトン領 域)
な ブ ロー ド化 を示 し、最後 には他 の シグナ ル と重 なって観測 で きな くな っ
て しま うこ とで ある。 その際化 学 シフ トの変化 は ない。 なお、図中BLMの
当量数 が増 すにつ れて 、7.3ppmと7.8ppmに現 れ て くる大 きな シグナル
は、BLMの ヒ ドロキ シ ヒスチ ジ ン残基 由来 のH2およびH4のシグナ ルで あ
る。
他 方 メチ ルプ ロ トン部分 に も、同様 の シグナ ルの顕著 なブ ロー ド化が観
測 され た(図19)。 すなわ ち切 断部位T10-CH,のシグナル が若干の高磁
場 シ フ トを伴 いなが ら、ブ ロー ド化 を して最終 的に ほ とん ど消 失 して しま
うこ とで あ る。
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図16のGT-12の ナ ンバ リン グ か ら明 らか な よ うに 、 ブ ロー ド化 の観 測
さ れ たA3とT10は 塩 基 対 を 形 成 し て い る 。 つ ま りA3は切 断 部 位 で あ る
GgpT10のstrandのち ょ う ど反 対 側 に 位 置 し、 同 じマ イ ナ ー グ ル ー ブ を共 有
して い る 。 さ ら にadenineのH2はマ イ ナ ー グ ル ー ブ 側 に存 在 す る唯 一 の 非
交 換 性 プ ロ トン で あ る(図10参 照)。 した が っ てA3H2はBLMの結 合 して
い る と考 え られ るGgpT10部位 で 、 も っ と もBLMに 近 い と考 え られ る 。
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図18GT-12のBLM-VO3+滴 定 実 験
の1HNMRスペ ク トル(塩 基 部 加 トン
領 域)
図19GT-12のBLM‐VOa+滴 定 実 験
の1HNMRスペ ク トル(Tの メチルブロト
ン 領 域)
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この よ うに切 断部位T10を含 むA3:TlO塩基対 に のみ顕著 な シフ ト及び シ
グ ナル のブ ロー ド化 が観測 され た こ とは、BLM-VO3+がこの部位 の塩基配列
を認 識 して、特異 的 に結 合 して い るこ とを強 く示唆 す る。
同時 にGpC配列 を持 っオ リゴDNA、GC-12では観測 されなか ったNMR
で の変化 が、'GT-12にお いて初め て観測 され た こ とは、塩基配 列設計 が成
功 したと考 える ことがで きる。
第 四節 考 察一一BLMとDNAの 相 互作用様 式の 解 明
緒 論 にお いて紹 介 した よ うに、BLMは長 い間イ ン ターカ レー ター として
DNA塩基 対間 にその ビチ アゾール 環が挟 まる(イ ン ターカ レー トする)こ
とで、DNAに結合 す る と考 え られ て きた。7'8'28'35-37}インター カ レータ
ー とは 図20Cに 示 す よ うに、芳 香環 を含ん だ平面性 の高い薬 物がDNAの
塩 基 対間 に はまる とい う相互 作用 様式 であ る。 図20Aに は、現在 までに
イ ンター カ レー ター として知 られ て いるい くつ か の薬物 の分子 構造式 を挙
げ た。 これ らイ ンターカ レー ター の中 には、細 胞毒性 を示す もの 、制癌活
性 のあ る もの 、お よび発 癌性 ・変 異原性 を示す ものな どいずれ も高 い生物
活 性 を示 す ものが多 い。38,参考 と して 、図20Bに は典 型的なイ ンター カ
レー ター 、e七hidiumbromideとDNA複合体 のX線 結 晶構造 を示 した。39)
これ らイ ンター カ レー ター は、歴史 的 には最初 のDNA結合様 式で あ り、芳
香 環 とい うわか りや すいpharmacophoreが共通 点 であ る。その ため構造決
定 がな され た時点 で 一BLMのビチ アゾー ル環部 分 も同様 の化 合物群 に属 す
る と考 え られ たので あ ろ う。 しか し結論 か ら先 に述 べれば、筆 者の観測 し
たデ ー タは いず れ も、BLMがイ ン ター カ レー ター である とす る説で は説 明
で きな い。む しろBLMがDNAのマ イナー グルー ブ に結合 してい るとい うモ
デ ル に よ く一致 す る。 これ らの こ とを討論 す るため に、 まず それぞ れ の
NMRスペ ク トル の変 化 と、 それ に及 ぼす他 の一般 的 なイ ンターカ レー ター
薬 物 の 影 響 につ いて 考察 し、 っ い で従 来 か らrBLM・イ ン ター カ レー タ
ー 』説 を支持 す る根 拠 につ いて筆者 のデー タと比 較検討 した。
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図20イ ン ター カ レ ー ター の 例(A)構 造 式(B)e七hidiumbromide
のX線 結 晶 構 造(C)DNA結 合 の 模 式 図
4-lIHNMRの 変 化 に 関 す る考 察
BLMが 結 合 す る こ と に よ り、GC-12の す べ て の イ ミ ノ ブ ロ トン(第 二
節)お よ びGT-12のT10N3H以外 の イ ミ ノ プ ロ トン(第 三 節)の 化 学 シ フ ト
に 基 本 的 に は 変 化 が 見 られ な か っ た 。 これ ら の こ と よ り、BLMの 結 合 が
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DNAの塩 基 対 の 開裂 を引 き起 こさ な い 、 とい うこ とが明 らか で ある 。更
に 、 これ らイ ミノ プ ロ トンはB型DNAの らせん軸 中心 に並ん でい るため、
(図10)イ ンター カ レー ターが塩基 対 間 に結合 した場 合 には、その芳香
環 の真 上 あ るいは真下 に位 置 す る ことに よ り、 強 い遮蔽 を受 けて1ppm以
上 に及 ぶ 高 磁場 シ フ トが 観察 さ れ る こ とが知 られ て い る。Feigonらは、
70あ ま りの様 々なDNA結合性薬 物 につ い て、DNAとの混合実験 か らそれ
ら薬物 の イ ミノプ ロ トン シグナル に対 す る影 響 を報告 して いる。4°⊃そ こで
は50種 あ ま りの イ ンターカ レー ター全 て で、 イ ミノプ ロ トンシ グナ ルの
大 きな高 磁場 シフ トが確認 され て い る。
しか しBLMでは、BLMがDNAに結合 して いる に もか かわ らず 、その よ う
な変化 は観測 され なか った。 これ は、BLMがイ ンター カ レー ターであ る と
す る従来 の仮 説 を否定 す る有 力 な証拠 で あ る。
と りわ けGT-12におい ては、TlON3Hの高 磁場 シ フ ト(0.15ppm)はイ ンタ
ー カ レー シ ョンが起 こって い る とは考 え られ な い よ うな小 さ な変化 であ る
の に加 え 、GgNIHに全 く変 化 が 見 られ て い ない 。実 際 にG9:C4塩基 対 と
T10:A3塩基対 の間 に ビチ アゾール環 がイ ンターカ レー トしてい る と仮定 す
る と、G9に変 化 が見 られ なか った今 回の実験 結 果 は説明で きな い。
ま たBLMのビチ アゾール環 が塩基 対 中央 か ら離 れ た位 置 に、部分的 にイ
ンター カ レー トして いる(partialintercala七ion)とい う仮説 を出 してい
るグルー プ もい るが、41)その場 合 に は塩 基部 プ ロ トンが芳香環 環電流効果
を受 け る位 置 に くる。加 えてイ ンター カ レー シ ョンに よ り、塩 基対 ど うし
の距離 並 び に相 対 的位置 関係 も大 き く変 わ るはず であ る。
本来DNAの塩 基部protonの化学 シ フ トは、前後 の塩基 対 とのス タ ッキ ン
グ に支 配 され 、 そ の遮 蔽 の状 況 に対 して 鋭敏 で あ る。従 って 、GC-12や
GT-12でそれ らの変化 が観 察 され なか っ た とい う筆 者 の結果 は、BLMがイ
ンターカ レー ター であ る とい う説 を否定 す るば か りでな く、BLMがDNAに
結 合 した時 にDNAの立 体構 造 には大 きな変 化 を与 え ない とい うことを併せ
て 示唆 す る。
これ らの 現象 はBLMがDNAのマイ ナー グル ーブ に添 うよ うに結合 してい
る と考 え る と、全 て矛盾 な く説明 で き る。
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4-231PNMRの 変 化 に関 する考察
核 酸 の31PNMRの化学 シ フ トが、構 造 に大 き く依存 して いる ことは既 に
紹 介 した(図14)。 イ ンター カ レー ターがDNAの塩 基対間 に結 合 した場
合 、 巨視 的 には らせ んの長 い軸方 向に伸長 され 、微視 的 には糖 一 リン酸骨
格 の一部 に変化 が起 きて 、そ の リン酸のNMRシフ トに も変化 が観察 され る
こ とが知 られ てい る。42)
しか し31PNMRでも、GC-12及びGT-12ともBLM結合 におけ る変化 は見
られ なか っ た。 この こと もBLMがイ ンター カ レー ター である とす る説 とは
矛 盾 す る結 果 であ る。
またBLM末端 の正電 荷 を有 す る残基 がそ の生 理活 性 に必須 で ある ことか
ら、筆 者 はBLMが塩基 配列 特異 的 にDNAと結合 する際 に、その正電荷 と リ
ン酸 の負電 荷 の間 に特異 的 な相 互作 用 が起 こ り、 どれ か一つ の リンの シグ
ナ ル に変化 が見 られ るの で はな いか と期 待 した 。
しか し、本実 験 の結果 はそ う した予想 を裏 切 る もめ であ った。 この こと
は リン酸 の化学 シフ トが 、立 体構 造の場 合 とは異 な りその周 りの静電 的相
互 作 用 に はあ ま り敏 感 で ない こ とに 由来 して い ると考 え られ る。 またBLM
の末 端 正 電 荷 は、 どれ か特 定 の リン酸 と直接 相 互作 用 して い るので は な
く、マ イナ ーグル ーブ の間 でDNAのリン酸骨 格 の負電荷 の雰 囲気 と、非特
異 的な静 電 的相互作 用 に よ り、DNAに結合 して いるBLMを安定化 して いる
と考 え られ る。
4-3BLMが イ ンター カ レー ター で あ るとす る説 の根拠
BLMとDNAの相互 作 用 を研 究 して 、そ れが イ ンターカ レー ターで ある可
能 性 を主 張 して い る過去 の報 文 か らその根 拠 を列挙 す ると、
[1]BLMによるsupercoilのあ るplasmid巻き戻 しの観測13)
[2]粘 度 、沈降係 数測 定 に よるDNA長 軸方 向へ の伸長現象26,36)
[3]ビ チ ア ゾー ル環部 分 の蛍光 の消 光現 象25騨27}
[4]ビ チ ア ゾー ル アナ ログ とDNAの相互 作用 のNMRによる観 察14'28⊃
で あ る。
しか し、 まず[1]お よび[2]に つ いて は、長鎖 のDNAにい くつ もの
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薬 物分子 が結 合 した時の様 子 を、 巨視 的 に観 察 した結果か ら推 論 したに過
ぎず 、BLM一分子 あ た りの挙動 を観察 してい るわけで はない。例えばDNA
に結合 した二 分子 のBLMがお たが いに反発 す るこ とによって 、DNAの巻 き
戻 しや伸 長 がお こ るこ ともあ りうる。 これ らの性質 はイ ンターカ レー ター
で あ る こ との必要条件 で はあ って も、十 分条 件 では ないの で説 得力に欠け
る。
また[3]に っ いて は、 ビチア ゾール環 の蛍光 が消光す る原 因は核 酸塩
基 との ス タ ッキ ング相 互作 用 だけで はな い。水素結 合や近傍 の電荷 との静
電 的相互 作用 な ど、発 色 団で ある
ビチ アゾール環 の π電 子 の分 布 を
変 え るよ うな要 因 は、す べて蛍光
の 強度 に影響 を及 ぼす可能性 が あ
る。例 えば図21の よ うな ビチ ア
ゾ ール環 の水素結 合 に よるG塩 基
の認識 機構 で も消 光現象 は説 明で
きる。
また[4]は 実験 に用 いてい る
ア ナログ分子 が 、図22に 示 した
よ うな低 分子 で、実 際 のBLMから
巨大 な立 体障 害 とな るであ ろ う糖
部 分及 び配位 子領域 を全 て欠 いて
耳
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図21G塩 基 の認 識機構
しまって いる。従 って、 これ らの分子 とDNAの相互 作用様式 と実際のBLM
のDNA結合様 式が異 な ってい た と して も驚 くには当 た らない。
以上 の よ うにrBLM・ イ ンターカ レー ター』説 を主張す る根 拠は、いず
れ も筆 者 が今 回の実 験系 か ら得 たrBLMはDNAのマイナー グルーブに結合
してい る』 とい う結 論 を否定 す る もので はな い ことが明 らか になった。
m4BLMのDNAに 対 す る結合定 数 及 び交 換速度 の問題
筆 者 は 実 験 か ら 、少 な く と もGc-12のG6pc7部位 に結 合 す るBLM-Niz+の
結 合 定 数 が 、4.0×105M-1で あ る こ と を 明 らか に した 。 この 値 は長 鎖 の
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図22DNA結 合 実 験 に用 い られ た ビチ ア ゾ ー ル 誘 導 体14・28)
DNAの 実 験 か ら 得 ら れ た 文 献 値 と ほ ぼ 一 致 す る 。36}しか し こ の 値 は 、
ethidiumbromideなど の一 般 的 な イ ン タ ー カ レー ター とDNAの 会 合 定 数 よ
り二 桁 ほ ど小 さ い 。 通 常 の イ ン ター カ レー タ ー はDNAduplexを安 定 化 し
て 、 そ のTm(融 解 温 度)を 顕 著 に 上 昇 させ る 。 一 方BLMはDNAのTmを 下
げ 、 そ の 熱 安 定 性 を 減 じる(GC-12の 場 合20等 量 のBLM-Ni2+存在 化 、 約
7度Tmが 低 下 した)。 こ れ らの こ とか ら 、rBLMは 一 般 的 なイ ンタ ー カ レ
ー ター と は異 な っ た ユ ニ ー ク なDNA結 合 ドラ ッグ で あ る 』 と して い る論 文
が あ る。36}しか し筆 者 は む しろ 、 この こ とを イ ン タ ー カ レー タ ー説 を 否 定
す るべ き根 拠 と して位 置 付 け た い 。
さ らにBLMでDNAを 滴 定 した 時 に 、 薬 物 がDNA上 で飽 和 す る まで の 過 程
で 、 シ グ ナル の ブ ロ ー ド化 は見 られ た も の の 、DNAの シ グ ナ ル の数 が 増 え
る こ と は な か っ た 。 こ の こ と は 、BLMが 結 合 して い るDNAと 、 プ リマ な
DNAの 間 で の 平 衡 がNMRに よ る 観 測 の タイ ム ス ケ ー ル に 比 較 して 速 い た
め 、 両 方 の状 態 で の シグ ナ ル が 平 均 化 し て観 測 さ れ て い る こ と を示 して い
る 。 これ はDNAに 結 合 して い るBLMの シ グ ナ ル と、 結 合 して い な いBLMの
シ グ ナ ル につ い て も い え る こ とで あ る(第 二 章 第 一 節)。 す なわ ち 、BLM
はDNAに 対 して 、 速 い結 合 と速 い解 離 を 行 っ て い る の で あ る 。
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しか し一 方 、BLMは細胞 内 の酸素 及 び還元剤 を巧み に利用 して 、それ 自
身 リサイ クル しなが ら高効 率 でDNAに損傷 を与 え る とい う高 い生理活 性 を
有 して いる。筆 者 は、 この よ うなBLMのDNAに対 す るあ ま り高 くない結合
定 数 と速 い平衡 も また、BLMの生理 活 性発現 に積 極 的な寄与 を行 って いる
可 能 性が あ る と考 えて い る。
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第二 章BLMの 塩 基認 識機構 の解 明
BLMは従来 よ り信 じられ て きた よ うにイ ンターカ レー トに よってDNAと
結 合 して い るので は ない こ とが 明 らか にな った。 と ころでBLM-Fe2+-H、0、
系 によ るDNAの切 断が 、デ オ キシ リボー スのH4'の引 き抜 きに よって 開始
され る こ とが既 に知 られ て い る。43.44)H4'はB型DNAではマイナー グル
ー ブ に面 して い る。 またBLMのDNA切断効率 はG塩 基 の2位 アミノ基 の修
飾 に よって顕著 に低 下 す るが、16'46.48⊃図10の よ うにG-C2NH、はマ イナ
ー グルー ブ側 に突 き出 して い る。 これ らの事 実 に基 づいて 、BLMはDNAの
マ イナ ー グル ー ブ に結合 して い る とい う仮 説 が提 出 され て い る。15・is)
こ のrBLM・ マ イ ナ ー グ ル ー ブ結 合 』 説 は これ ま で に筆 者 が観 測 した
BLM-DNA相互 作 用 にお け る多 くの 現 象 を も、合 理 的 に説 明 しう る。そ の
際 、他 の マ イナー グルー ブ結 合型 薬物 の相互 作 用機構 か ら類推 して、BLM
とDNAの間 に水素結 合 が形成 され て い る可能 性 が高 い。
他方 、今 までDNAと相 互作 用 して い るBLMの側 の変 化 につ いて も、NMR
に よる詳細 な研 究 は なされ て いなか っ た。筆 者 の設計 した実験 系お よびモ
デ ル基 質 とな るDNA配列 、GT-12は、BLMとs七rand比で1:1の複 合体 とな
る ため、BLM側の プ ロ トンに見 られ る変化 につ いて も、NMRによる追跡 を
可 能 に した。
BLMがDNAに結 合 した際 にDNAに生 じる変 化 につ いて は 、前 章 で述 べ
た。そ れ で は一 方 、DNAに結 合 して い る時 のBLMには どの よ うな変化 が起
こ って いるの で あろ うか 。そ の こ とが解 明で きなけ ればBLM-DNA相互作 用
の詳細 は明 らか にな らない。 したが ってBLMの側 の変化 を明 らか にす る こ
とは、本研 究 の もう一つ の重 要 な役 目で あ る。
しか しそ の た め に は、DNAの塩 基 配 列 に特異 的 に結 合 して い る際の 、
BLMの状 態 を観 測 しなけれ ば な らない。従来 よ りdA:dTポリマーや 、仔 ウ
シ胸腺DNAの よ うな長鎖DNAを加 えた状態 でのBLMの変化 を調 べ た実験 は
あ った。47⊃しか し第 一章 第二 節 の蛍 光 滴定実 験 が示 す ご とく、BLMはG一ピ
リミジ ン配 列 を持 た ないDNAに対 して も非特 異 的な親和 性 を有 し、 ある程
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度 の相 互 作 用 を す る。 そ の た め ポ リマ ーDNAを 用 い た 実 験 に よ り得 られ た
知 見 が 、 塩 基 配 列 に特 異 的 な 分 子 認 識 を 行 っ て い るBLM… … い い か え れ ば
BLMのactiveconformer…の'1生質 を直 接 的 に示 唆 す る とは考 え に くい 。
GT-12:d(ccAccTAGGTGG)配列 はBLMとGgpT10部位 で 特 異 的 な相 互 作 用
を行 い 、NMRを 用 い た 実 験 に 適 して い る こ とが 明 らか に な っ た(第 一 章 第
三 節)。 ま た第 一 章 第 一 節 で 詳 述 した よ うに 、GT-12配列 の 特 徴 は 、DNA
上 のBLM結 合 部 位 が 全 てBLMで 飽 和 した 時 のDNA:BLM比が1:1で あ り、
BLMの シ グ ナ ル に 生 じ た変 化 も観 察 し や す い こ と で あ る。 少 な く と も、
NMR測定 条 件 の 濃 度 で 、BLM/DNAのモ ル 比 が0～1.2の 間 で は 、GT-12上
で 観 察 さ れ た 変 化 はGgpT10:A3pC4とい う切 断 サ イ トに の み 限 定 さ れ て い
る 。 こ れ は 、 こ の と き にBLM側 に 生 じ る変 化 が 、GT-12のGpT配列 を認 識
して 結 合 して い る と き に起 こ る特 有 な変 化 で あ る、 とい う こ と を保 証 す る
も の で あ る 。
こ の章 で は まずDNAと の 相 互 作 用 の 際 に 生 じ る、BLM側 の 変 化 につ いて
述 べ る 。 っ い でBLM-DNA複合 体 の2DNMR解析 か ら、BLMの 塩 基 認 識 機 構 に
つ いて 考 察 す る。 併 せ て 、 筆 者 の 構 築 したBLMの マ イ ナ ー グ ル ー ブ 結 合 モ
デ ル に つ い て 紹 介 し、 い ま ま で 提 出 され て い る他 のBLM-DNA結合 モ デ ル と
比 較 検 討 す る。
第 一 節GpTサ イ トを有 す るDNAオ リゴ マ ー(GT-12)の結 合 に見 られ る
BLM側 の 変 化
筆 者 は 、DNAの マ イ ナ ー グ ル ー ブ 側 に お け るBLM-DNA間の 水 素 結 合 の可
能 性 を 考 慮 した 。 なぜ な らnetropsinなどの よ く知 られ たマ イ ナー グル ー
ブ 結 合 性 薬 物 で は 、 ア ミ ドNHがDNAと水 素 結 合 を形 成 して い る こ とが一 般
的 で あ る か らで あ る(図30参 照)。 そ こで ア ミ ドNHプロ トン を観 測 しな
が ら、GT-12で滴 定 実 験 を行 っ た 。 これ は 第 一 章 第 三 節 の 滴 定 実 験 に た い
して 、 対 を な す もの で あ る 。
図23に 、BLMの 各 プ ロ トンの 名 称 を示 し た 。BLMは ペ プ チ ド性 の 化 合
物 で あ り、 そ の化 学 構 造 は い くつ か の 小 さ な フ ラ グ メ ン トに 分 け る こ とが
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図23BLMの 構 造 フ ラグメ ン トとプ ロ トンの名称
AbbreviationFragment Spin-system Class
I
II
III
IV
V
VI
VII
VIII
IX
T
P
V
H
A
B
G
Threonine
Pymidinylpropionamide
Methylvalerate
β一hydroxyhistidine
β一aminoalanine
Bithiazole
S-aminobutylguanidinium
a-L-gulose
a-D-mannose
CH3-CH-CH
CHZ-CH
CH3-CH-CH-CH-CH3
CH-CH
CH2-CH
CH2-CHZ
CHZ-CH2-CH2-CH2
CH-CH-CH-CH-CH-CH2
CH-CH-CH-CH-CH-CHZ
A3MX
m
A MPTX3
AX
m
AA'3DC'
AA'MM'TT'XX'
表4BLMのspin-sys七emと 残 基 名 の 略 号
38
で き る。 筆 者 は滴 定 に 先 立 ちHaasnootらの論 文 を参 考 に 、BLMの 各 プ ロ ト
ン を 帰 属 し た 。23,48,49)(以後 、BLMの 各 プ ロ トンの シ グ ナ ル は、 図 に示
した 残 基 の 略 号 を 用 い る 。 略 号 に つ い て も文 献48に 従 っ た。)表4に は 、
そ れ ぞ れ の 残 基 の 略 号 表 お よ び 、COSYによ る ス ペ ク トル帰 属 の 際 に参 考 と
な るspin-systemを掲 げ た 。
図24BLM-VO3+の ア ミ ド ・芳 香 族 プ ロ トン領 域 の1HNMR
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と こ ろで 、 この よ う な ア ミ ドプ ロ トン は溶 媒 で あ るH20の プ ロ トン と速
い 交 換 を す る た め 、 通 常 の 方 法 で は 観 測 す る こ と が で き な い 。 筆 者 は 、
BLMを軽 水 中(90%H、0,10%D、0)で、 核 酸 の イ ミ ノ プ ロ トン観 測 等 に用
い る 選 択 励 起 パ ル ス 、SS1-1を用 い て 観 測 して 滴 定 実 験 を行 っ た。
図24に 、BLM-Vo3+の芳 香 族 プ ロ トン～ ア ミ ドブ ロ トン領 域 の ス ペ ク ト
ル を 、GT-12strandの当量 数 と と も に示 した 。 主 な シ グ ナ ル の帰 属 は ス ペ
ク トル の 上 端 に 示 した 。
最 も 顕 著 な 変 化 を 示 し た シ グ ナ ル は 、BLM-B、のN末 端 残 基 で あ る δ 一
aminobutylguanidinium基(G)のδ位 ア ミ ドプ ロ トン で あ る。DNAの 添 加
に と も な い 、 著 しい ブ ロ ー ド化 を示 しな が ら約0.26ppm高磁 場 に シ フ トし
た 。 こ のG残 基 は 、 通 称terminalamineと呼 ば れ て い るBLMの 末 端 残 基
で 、 各 分 子 種 に よ って そ れ ぞ れ 異 な る(図1)。 しか し通 常 用 い られ て い
るBLM誘 導 体 全 て に お い て 、 この 位 置 のNH基 は必 ず 保 存 さ れ て い る。
従 っ て 筆 者 は 、 このG一δNHがBLMの 分 子 認 識 に お い て 、 直 接DNAと の水
素 結 合 に 関 与 して い る の で は な い か と考 え た 。
ま た 図24に は 、 従 来 よ りDNA結 合 領 域 と い わ れ て き た ビチ アゾ ー ル残
基(B)の 芳 香 族 プ ロ トン(B-C5H/C5'H)も現 れ て い る。 これ らの プ ロ トン も
ま た 、GT-12添加 に と もな い そ れ ぞ れ 約0.16ppm程度 の 高 磁 場 シ フ トお よ
び ブ ロ ー ド化 が 観 測 さ れ た。 一 方P-CONH、お よ びG一αNHは、 わ ず か な が ら
低 磁 場 へ の シ フ トを示 し た。
第 二 節BLM-DNA複 合 体 の2次 元NMRに よ る詳 細 な 解 析
前 節 で は 、DNAに 結 合 す る こ と に よ りBLM側 の プ ロ トン に も顕 著 な変 化
が 生 じ る こ と を示 し た 。BLMの そ の ほ か の 非 交 換 性 プ ロ トン につ い て も興
味 が 持 た れ る 。 一 方 、GT-12にっ い て もBLMの 活 性 中 心 に近 い と考 え られ
るデ オ キ シ リボー ス の各 プ ロ トン シ グ ナ ル に生 じ る変 化 を 明 らか に す る必
要 が あ る 。 これ らCHプロ トンの 領 域 は 、 多 くの シ グ ナ ル が重 な っ て い る た
め 、2D-NMRの手 法 が 効 果 的 で あ る 。
筆 者 はGT-12とBLM-Vo3+の1:1複合 体(2drug/1duplex)以 下 、
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図25BLM・GT-12複 合 体 のNOESYスベクトル(15℃)(A)(H6/H8)一(H1')
領 域(B)(H2'/H2")一(H1,/H3,)領域(C)(H4')一(H1'/H3')領域
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BLM・GT-12複合 体 と呼 ぶ の2DNMRを測 定 して 、 両 者 の非 交 換 性 プ ロ
トン の ほ とん ど全 て を帰 属 し た。
2-1DNA側 シグ ナ ル の 帰 属
BLM・GT-12複合 体 の う ち 、DNA由 来 の プ ロ トン シ グ ナ ル の帰 属 は 、
BLM非 存 在 下 の帰 属 を 参 考 に 、 混 合 時 間250msのNOESYスペ ク トル か ら行
っ た 。 図25Aは 、B型DNA二 重 鎖 に特 徴 的 な"sequen七ialNOE"の領 域 を
示 し た 。 ま た 図25B、Cはdeoxyriboseの 残 基 内 のNOEを 利 用 し た 、
sugarproton(H2',H2",H3',H4')の帰 属 を 示 し た。
BLM-VO3+のサ ン プ リ ン グ 中 に 混 入 し て 来 るH20の 信 号 の 影 響 で 、4.9
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図26BLM・GT-12複
合 体 の2DHOHAHAスペ ク
トル
,
ppm付近 の 巨 大 なHDOシ グ ナ ル が 重 な っ た た め 、H3'シ グ ナ ル の 一 部 は帰
属 で きな か っ た 。 ま た 、一 部 の シ グ ナ ル が ブ ロー ド化 して い る た め 、消 失
して 観 測 で き な い残 基 内NOE交 差 ピー ク が あ っ た 。
表6Aに は そ れ らGT-12のBLM非存 在 下 の化 学 シ フ トを 、 表6Bに はBL
M-VO3+と複 合 体 形 成 時 の化 学 シ フ トを そ れ ぞ れ 示 し た。 ま た表6Cに は そ
れ らの差(△ δ=δ 。。mDl。x一δ,_)を 示 し た 。
2-2BLM側 の シ グ ナ ル の帰 属
BLM・GT-12複合 体 のBLM-VO3+由来 の シ グ ナ ル の帰 属 は 、 混 合 時 間150
msの2D-HOHAHA(TOCSY)を用 い て 行 っ た(図26)。 す な わ ち 、Akkerman
らの 報 告48,49)を参 考 に しっ っ 、 独 自 に行 っ たDNA非 存 在 下 で のBLM-VO3`
の2D-HOHAHAスペ ク トル(da七anotshown、筆 者 修 士 論 文 参 照)と 比 較 す
る こ とで 、 容 易 に行 う こ とが で き た 。 図 に はBLM・GT-12複 合 体 のBLM-
VO3+各残 基 の ス ピ ン系 に沿 っ た 交 差 ピー ク が 、 実 線 で 示 して あ る 。 表7に
は 、DNA非 存 在 下 で のBLM-VO3+の化 学 シ フ ト、BLM・GT-12複合 体 に お け
るBLM-VO3+の化 学 シ フ ト、 及 び 両 者 の 化 学 シ フ トの差(△ δ=δ_。 、。、
一 δf_)を 示 した 。
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Table5:
BLM-VO3+,し
ProtonChemicalShiftsfor
at15°C,pH6.8Cppm)
FreeGT-12andItsComplexwith
A:FreeGT-12
base H8/H6H2/H5/
CH3
H1' H2' H2" H3' H4' NIH/
N3H
N4H2
Cl
C2
A3
C4
C5
T6
A7
G8
Gg
T10
Gll
G12
7.73
7.57
8.30
7.26
7.46
7.38
s.ia
7.56
7.51
7.13
7.80
7.78
5.92
5.72
7.87
5.29
5.45
i.sz
7.25
一
儚
1.30
一
卩
5.96
5.37
6.28
5.81
5.79
5.61
6.02
5.57
5.89
5.73
.5.64
6.15
2.50
2.39
2.93
2.45
2.44
2.44
2.88
z.si
z.ss
2.26
2.70
2.52
2.06
2.13
2.80
a.oa
2.03
z.ii
2.67
2.54
2.43
1.91
2.65
2.35
4.65
4.80
5.03
4.72
4.70
4.86
5.02
4.93
4.95
4.80
4.95
4.64
4.10
4.11
4.45
4.23
4.11
4.14
4.37
4.34
4.35
4.13
4.32
4.22
13.65
"
iz.so
12.73
13.90
13.03
13.16
a
8.60
8.33
a.io
-
●●
一
鴨
a
6.90
6.83
6.63
一
B:GT-12 ComplexedwithBLM-VO3+
base H8!H6H2/H5/H1°
CH3
H2' H2曹9 H3' H4' NIH/
N3H
N4H2
Cl
C2
A3
C4
C5
T6
A?
G8
Gg
T10
Gll
G12
7.73
7.57
8.31
7.28
7.48
7.40
8.17
7.61
7.57
7.15
7.83
7.79
5.87
5.68
d
5.29
5.45
1.63
7.26
1.29
一
5.95
5.37
6.27
5.82
5.80
5.58
6.02
5.56
5.90
5.72
5.61
6.12
2.49
2.39
2.92
2.45
2.42
2.43
2.87
2.60
2.69
z.zs
z.sa
2.5
2.04
2.14
2.78
z.oa
2.05
z.io
2.67
2.55
2.44
1.90
2.60
2.36
4.66
C
5.06
4.76
4.70
C
5.02
4.95
C
C
C
4.65
4.12
4.12
4.43
4.21
4.08
4.10
4.36
4.34
4.35
4.08
4.32
d
13.67
,
12.78
12.72
13.75
12.98
12.96
b
b
-
b
b
一
b
b
b
b
一
騨
囀
C:ChemicalShiftDifferences(δ 。。mlex一 δfree) (PPm)
base H8/H6H2/H6/H1'
CH3
H2' H2" H3' H4' NIH/
N3H
Cl
C2
A3
C4
C5
T6
A7
GS
Gg
T10
Gll
G12
0
0
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表5 GT-12のプ ロ トン の 化 学 シ フ ト(A)、BLM-VO3+・GT-12複合 体 の 化 学 シ フ ト
お よ び 両 者 の 差(δ 。。m.lea-bfree)(C)
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(B).
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Table6:ProtonChemicalShiftsfor
at15°C,pH6.8(ppm)
BLM-VO3+andItsComplexwithGT-12,
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表6BLM-VO3+お よびBLM-VO3+・GT-12複合 体 の 化 学 シ フ トと、
化 学 シ フ ト変 化(δ 。。m。、。x一 δ,。。e)
複合体形成における
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2-3BLM上 に見 られ るDNA結合 の影響 ……BLMのDNA結合部 位 の同定
BLM、DNA(GT-12)の両 方 に生 じた プ ロ トンの 化 学 シ フ トの 変 化 を視 覚
的 に比 較 す る た め に 、 筆 者 は 図27の よ うな グ ラ フ を作 成 し た。 こ れ を 見
る と 、
[1]BLM上 に生 じ た変 化 は 、DNA上 で の そ れ に比 べ て 明 らか に大 き い。
[2]DNA上 の 変 化 は 、 二 つ の イ ミ ノ プ ロ トン シ グ ナ ル の 変 化(T10N3H,
G12NIH)が顕 著 で あ り、他 は 高 々0.07ppmと非 常 に小 さ い。
A
EO」
量
巴o
.°
L
U
t℃
.1
璽
Em
r-0.2U
CIC2A3C4C5T6A7GSGgT10GllG12
閣HS/H6H2/H5!Me
目
Hl
H2
H2
H3
日H4
團NIHIN3H
B
O.2
亶 α1
量 α。
乱 、
1一
一〇.3
図27複 合 体 形 成 時 に生 じた プ ロ トン化 学 シ フ ト変 化
(A)GT-12の変 化(B)BLM-VO3+の変 化
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[3]BLM上 の 変 化 は 、bithiazole(B)～δaminobutylguanidinium(G)
残 基 周 辺 に 大 き な 変 化 が 集 中 して い る。 ま たthreonine(T)～
methylvarelate(V)残基 に 、 比 較 的 小 さ な 変 化 が 集 中 して い る 。
[4]BLM上 に 見 ら れ る 化 学 シ フ ト変 化 は 、 大 部 分 が 高 磁 場 シ フ トで あ
る 。
こ とが わ か っ た。
第 一 章 よ り、BLM結 合 に際 して のDNAの 構 造 的 な 変 化 が あ ま り大 き くな
い こ とが 示 唆 され て い た が 、上 記[1]、[2]は そ れ を裏 づ け る結 果 と
い え る。 ま たT10N3Hに見 られ る高 磁 場 シ フ トは 、周 辺 の 非 交 換 性 プ ロ トン
の 変 化 が 小 さ く、 ま た シ フ トの 方 向 に も統 一 的 な傾 向 が 見 ら れ な い こ とか
ら、 こ の 変 化 が イ ン タ ー カ レ ー タ ー の 遮 蔽 効 果 に よ る も の と考 え る よ り
も 、 む し ろT10残 基 へ の 水 素 結 合 の 影 響 で あ る と考 え た ほ う が 合 理 的 で あ
る 。
ReactionCenter
DNABindingRegion
UpfieldShift
DownfieldShift
図28BLM-VO3+に 生 じ たGT-12結 合 の 影 響
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一方 、BLMに生 じた変 化 にっ いて は非 常 に興 味深 い結果 となってい る。
図28は 、GT-12との複 合体形 成 に見 られ た化 学 シ フ ト変 化の うち、0.05
ppm以上 の変 化 を、BLMの化学 構 造式 の上 に展 開 した もので ある。 従来 よ
・ りDNAの相 互 作用部 位 であ る と信 じられて きた、 ビチ アゾール残基 お よび
隣接 す る末端 ア ミン残基(こ の場 合 はブ チルグ アニ ジニ ウム残基)の 上 に
DNA結合 に よって生 じた大 き なシ フ トが見 られ た領 域 が完 全 に一致 した。
この結 果 は実 際 にG一 ピ リミジ ン配列 に結合 してい る完 全 なBLM分子 とし
て は、初 め ての観測 例で あ る。
また ビチ アゾー ル環の プ ロ トン(B-C5H/C5'H)の化学 シフ ト変化 に くら
べ てG一δNHの変化 が、倍近 くも大 きい。 この こ とは ビチ アゾール環 のDNA
への イ ン ター カ レー トに よ りこれ らのプ ロ トンがDNA塩基 による遮 蔽 を受
け て高 磁場 シ フ トを受 けた とは考 えに くい。む しろ このG一δNHが直接DNA
と水素 結合 して いる と考 え るほ うが合 理 的であ る。
2-4BLMの 糖部 分 に生 じた変 化
前項 で は指 摘 しなか っ たが、BLMのDNA結合 に際 して も う一 カ所 大 きな
変 化 が観 測 され てい る部 分 が ある。 それ はgulose～mannoseのBLMの二つ
の糖残 基 で あ る。
今 回筆 者 が行 った実験 で は、糖 部分 の立 体構造 お よびDNAとの相互 作用
の可能 性 につ いては、全 く情 報 が得 られ なか った。 しか しこの部分 に大 き
な変化 が観 測 され た ことか ら、次 の二 つ の可能 性が 考 え られ る。
[1]筆 者 は、BLM-Vo3+のバ ナジ ウムへ の配位 原子 を 、図5に 示 した よう
な5座 配位 と考 えて い るが 、BLM-FeZ+-CO錯体 のNMRによる研 究か
らは、5°,mannoseのcarbama七eの窒 素原子 が配 位 してい る可能 性が
示 唆 され てい る。 したが ってDNA結合の 前後 で 、配位原 子の交 換 も
含 め てsugar部分 の立 体構 造 が大 き く変 わ って いる可能 性が あ る。
[2]mannoseのcarbamateの2位水 酸基 への転 移 が、BLMのDNA切断活
性 を顕 著 に低下 させ る こ とか ら知 られて い る。2'6)従って この部分
が 、水 素結 合 に よってDNAとの相互 作用 に直接 関与 して いる可 能性
が あ る。事実 、chromomycinなどのDNA結合薬 物 では、 ア ミノ糖 と
・
DNAの 直接 相 互 作 用 が 観 察 さ れ て い る例 が あ る 。51〕
しか しBLMのsugar部分 に っ い て は 、 シグ ナ ル が 重 な っ て い る うえ に、
6員 環 の 配 座 がCOSY/HOHAHAによ る ス ピ ン系 の つ な が りを不 連 続 に して
い る た め 、 一 部 帰 属 で き て い な い プ ロ トンが あ る。 サ ンプ ル 濃 度 の関 係 上
13C-NMR、15N-NMR等の 研 究 手 法 を用 い る こ とが 困 難 で あ っ た の で、 これ
以 上 詳 し い こ とは い え な い 。
2-5DNA構 造 の 変 化
DNAの リ ン 、 イ ミ ノ プ ロ トン 、 塩 基 部 プ ロ トン の 変 化 が 少 な い こ とか
ら 、BLMが 結 合 し た時 のDNAの 立 体 構 造 変 化 が 小 さ い こ と を明 らか に した
(第一 章 第 二 節 、 第 三 節 お よび 本 章 前 項 ・表6)。
この こ と は 、BLMの マ イ ナ ー グ ル ー ブ結 合 を示 唆 す る一 つ の 傍 証 で もあ
っ た 。BLM・GT-12複 合 体 のNOESYスペ ク トル は 、 そ の こ とを さ らに直 接
的 に証 明 す る結 果 で あ る 。 図29はBLM非 存 在 下 のGT-12の"sequential
NOE"が現 れ る領 域(A:H6/H8-H1',B:H6/H8-H2'/H2")と複 合 体 にお
け る 同 じ領 域(C,D)を 比 較 した も の で あ る。B型DNAが 二 重 らせ ん 構 造
を 形 成 して い る場 合 、塩 基BLMプ ロ トン(Pu-H8/Py-H6)と糖 部 プ ロ トン
(H1',H2'/H2")の間 に はDNAの5'側 か ら3'側まで 、鎖 に そ って 残 基 内NO
Eと 残 基 間NOEが 交 互 に 観 測 さ れ る。 そ して そ のNOEを 順 に追 って い く こ
と で 、i番 目 のbasepro七〇nか ら、
(H8/H6)i→(H1つi→(H8/H6)二+1→(Hlつi+i→・。・
(H8/H6)i→(H29i→(H8/H6)i+1→(H2,)i+1→…
(H8/H6)i→(H2,つi→(H8/H6)i+1→(H27つi+1→韓。
と 、連 続 的 に帰 属 で き る(詳 細 は 実 験 の 部 、DNAの 帰 属 法 参 照)。
こ こで 、 図29AとC、BとDを そ れ ぞ れ 比 較 して見 る と、C4H6がプ ロ
ー ドな た め に 一 部 交 差 ピ ー ク が 見 え て い な い と こ ろ が あ る もの の(図 中 ・
△)、GgpT10部位 お よ び そ の 反 対 側s七rand、A3pC4ステ ップ の い ず れ で
も 、 そ の 前 後 でNOEの 連 続 性 は失 わ れ て い な い 。 さ らに 、 図 中矢 印 で示 し
た 二 つ の 相 関 ピー ク(A3H8-C4H5,GgH8-T10CH、)は、 右 巻 きのDNAら せ ん
構 造 に 特 徴 的 なNOEで あ る。 これ ら もBLM結 合 に 際 して消 失 して い な い 。
・
こ の こ とはBLMが イ ン ター カ レー ター で は な い こ と を 、構 造 的 に証 明 す
る も の で あ る 。 す な わ ち 、DNA塩 基 対 間 にBLMの ビチ ア ゾ ー ル 環 が完 全 に
は ま り込 むr通 常 の イ ン ター カ レー シ ョン 』 は もち ろん の こ と 、Gamcsik
らが 提 唱 して い る 『partialintercala七ion』41)でもあ りえ な い 。 とい
う の は そ れ が ど の よ うな モ ー ドで あ って も、 イ ン ター カ レー シ ョ ンな らば
図29GT-12(A,B)お よ びBLM・GT-12複合 体(C,D)のNOESY
ス ペ ク トル(15℃,混 合 時 間250ms)
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二 つの塩基 対 間の距離 は最低 で も3A以 上長 くな るか ら、その場合上 記の
NOEはどれ も消失 する はず だか らで ある。
長 い 間続 いて いたrBLMは イ ンター カ レー ター であ るか どうか?』 とい
う議論 は、筆 者の この デー タ によ りに解決 を見 た と考 えられ る。
第三節BLMの マイナ ー グルー ブ結 合 に よ る塩基 認 識機構 の解 明
BLMはマ イナ ーグル ーブ か らDNAに結合 す る。 そ してグ アニ ン塩基 お よ
び2番 目の ピ リミジン塩 基 をそ れぞ れ認識 す る。1980年代 にな り、数 々の
マ イナ ーグ ルー ブ結 合性 薬物 のDNAに対 す る分子 認 識機構 が明 らかに なる
にっれ て、BLMもそれ ら と同様 にマ イナ ー グルー ブ に結合 す るのでは ない
か との考 え方 が い くつ か提 出 され たが、 それ らはいずれ も決 定 的な証拠 に
欠 く もので あ った。 しか し他 のマイ ナー グル ーブ結 合性薬物 との アナ ロジ
ー は、BLMの認識 機構解 明 に大 きな役 割 を果 した といえる。 こ こで は、筆
者 が観 測 したNMRの デー タを も とに、BLMの塩基 認識機構 の解 明に到 っ
た道筋 を詳述 する。
3-1BLMのDNA分 子 認 識機構 と、他 のマ イナ ー グルーブ結合性 薬物 と
の 比較
1986年にDickersonは、DNAマイ ナー グル ーブ に結合 す る薬物 に関す る
総 説の 中 で、ペ プチ ド性 のマ イナー グル ー ブ結 合性 薬物 と、BLMのDNA結
合 領域 に共通 す る性質 を、次 の様 に述 べ て い る。51)
[1]分 子 のサ イズ
[2]形 状 平 面上 に構造 式 を書 い た とき三 日月型 に書 け るこ と。
[3]そ の とき三 日月型 の 内側 に水素 結合 の可 能 なプ ロ トン ドナーお よび
アクセプ ターが い くつ か並 ぶ こと。
[4]末 端 に正電 荷 を有 す る官能 基 があ る こ と。
図30は よ く知 られ て い るマイナ ーグ ルー ブ結 合 性薬物 、netropsin、
Hoechst33258と、今 回筆者 が実験 に用 い たBLM-B2のDNA結合 領域 にっ い
て 、Dickersonの行 っ たもの と同様 に比較 した図 であ る。 .
51
図30マ イ ナ ー グ ル ー ブ 結 合 性 薬 物 と
・BLM-B、側 鎖 の 比 較 。A:netrospin
B:Hoechst33258C:BLM-B、側 鎖
この うちnetropsinにつ い て
は 、B型DNAと のX線 結 晶 構 造
解 析 が1984年にKopkaらに よ っ
て 行 わ れ た(図31)。52)
Netropsinは、A-Ttractと呼
ば れ るA:T塩 基 対 が 並 ん で い る
領 域 に特 異 的 に結 合 す る こ とが
知 られ て い る 。 そ れ に よ る と 、
ne七ropsinのconvexfaceに面
して い る 三 つ のNHプロ トンが 、
水 素 結 合 の プ ロ トン ドナ ー と し
てDNAの マ イ ナ ー グ ルー ブ 側 に
水 素 結 合 を して い る 。そ れ らNH
はadenineN3およびthymidine
C20(carbonyloxygen)と、
bifurcatedhydrogenbondを形
成 して い る 。 そ の 際DNAの 構 造
図31netropsin:DNA複 合 体 のX線 結 晶構 造52}
52
は 、 極 端 に歪 め られ る こ と な くB型 を 保 っ て い る 。
これ らの 機 構 に ヒ ン トを 得 て 、 筆 者 は 図32に 示 す よ うな2組 の水 素 結
合 に よ るBLMのDNA塩 基 認 識 メ カ ニ ズ ム を考 案 した 。 す なわ ち
[1]第 一 の 水 素 結 合 。BLMのbi七hiazoleN3/N3'とDNAのG-C2NH、の 間
の 水 素 結 合 で 、 グ ア ニ ン塩 基 を 認 識 す る。
[2]第 二 の 水 素 結 合 。BLMの 末 端 ア ミ ン残 基 のamideNH(今回 の場 合 、
G一δNH)と 、DNAのPy-C20の 間 の 水 素 結 合 で 、2番 目 の ピ リミ ジ
ン塩 基 を 認 識 す る。
[3]BLM末 端 の 正 電 荷 は 、DNAの リ ン酸 骨 格 と静 電 的 に相 互 作 用 して 、
安 定 化 に寄 与 す る 。
と い う も の で あ る 。
ま た 、BLMとDNAの 相 互 作 用 に は 、BLMの 配 位 子 部 分 にFe2+、Zn2+など
の 金 属 イ オ ンが 必 要 で あ る こ とか ら、 配 位 子 部 分 全 体 の正 電 荷 も、DNAと
の 相 互 作 用 に 間 接 的 に 関 与 し て い る可 能 性 が あ る 。
図32BLMの 塩基 認識 機構 。
実線 矢 印 は水素 結合 を、点線 矢 印 は静 電 的相互 作用 を示 す。
3-2BLMに よるG塩 基 の認識 機構
筆 者 はBLMによるG塩 基 の認識 機構 と して、 ビチ アゾール環 のN3/N3'と
G-C2NH2間の水 素結合 に よる認識 を考 え た。 この説 は現在 までに次 の よう
な知見 か ら、考察 ・支 持 されて い るもので あ る。
[1]BLMの ビチ ア ゾー ル環 部分 を光 反応 に よ り異 性化 したBLMアナ ロ
ー グ(図33)で も、DNA切断反応 の配 列特異性 に差 が見 られ ない
53
図33光 異 性 化BLM53}
こ と 。53}
[2]DNAのG残 基 を1残 基(inosine)に置 換 す る と、DNA切 断 効 率 が 低
下 す る こ と(図34A)。45,46)
[3]Anthramycinによ るDNAのG塩 基 の修 飾(図34B)に よ り、BLM
の 切 断 が 顕 著 に 阻 害 さ れ る こ と。16)
[4]DNAのA残 基 を2-amino-Aに置 換 す る と、 そ れ まで切 断 の 見 られ な
か っ たA一 ピ リ ミ ジ ン部 位 で切 断 が見 られ る よ うに な る こ と(図3
4C)as)0
しか し今 回 筆 者 が 観 測 し たNMR実 験 の結 果 か ら は 、 この 水 素 結 合 の存
在 を証 明 す る こ とは で き な か っ た 。例 え ば 、 表5Cの よ う に 、BLM-VO3+が
結 合 し た 時 のGT-12:G9のイ ミ ノ プ ロ トンお よ び 塩 基 部 プ ロ トンの 化 学 シ
フ トは 、 ほ とん ど変 化 して い な い 。GgH8には 、BLMの 添 加 に と もな い若 干
の シ グ ナ ル の ブ ロー ド化 が 見 られ る が 、他 の シ グ ナ ル の ブ ロー ド化 と比 較
して も、 有 意 な差 で は な い(図18)。
こ れ に つ いて は 、 次 の よ うに 説 明 さ れ る 。 ま ず 最 大 の 原 因 は 、 グ アニ ン
の2位 の ア ミノ プ ロ トンがNMRに よ っ て直 接 観 測 で きな い こ とで あ る 。通
常 プ リ ン 塩 基 の ア ミ ノ基(G-C2NHz/A-C4NH2)のプ ロ トン シ グ ナ ル は 、
N-C結 合 間 の 回 転 、 お よ び 溶 媒 と の交 換 速 度 が 速 い こ と な ど か ら、SS1-1
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図34Gの2位 ア ミノ基 の 重 要 性 を示 す 実 験 例 。16・46}
A,BではBLMの切 断性 が低下 する。Cで は上昇 す る。
の よ うなパ ルス を用 い たH。0中の測定 で も観測 で きない。 またG塩 基 上の
.観測可能 なプ ロ トン(G-NIH/G-H8)は、図10か ら明 白な よ うに、問題 と
して いるG-C2NH、か ら3結 合 以上 離 れて い る上 に、 マイ ナー グルーブ に直
接面 してい るわ けで は ないため 、G-C2NH、上 での水素 結合 の影響 がそれ ら
の化 学 シ フ トにほ とん ど反 映 され ない こ とも理解 で きる(註)。
註)筆 者 は、 このG-C2NH2上の水 素 結合 を本 質的 に証明 す るため には、
グ アニ ンの2位 ア ミ ノ基 を選 択 的 に15Nで標 識 したサ ンプ ル を用 いて 、
15NNMRの測 定 に よる研 究 を行 うこ とが最 も効果 的 であ る と考 えて いる
。
近年 、生体 高 分子 の構造 と機能 解 明の た めに積極 的 に13C、15Nで標識 を
導 入 したNMRサンプル を用 い た手法 が 急速 な進歩 を遂 げ た。事 実、蛋 白質
のNMRの分 野 で は、15Nでenrichした最小培 地 で大 腸菌 を培養 して蛋 白質
を産生 させ る こ とで大幅 な コス トダ ウ ンが進 み 、 この手 法が広 く一 般化 さ
れ た。一 方DNAへの応 用 は合成 コス トの問題 が ある ため応 用例 が少 ない。
この分野 で の今 後 の一層 の進歩 が望 まれ る。
55
3-3ピ リミジン塩 基 の認識 機構
BLMはG一δNHと、DNAのピ リミジ ン塩基 のC20カル ポニ ル酸素の 間で水
素 結合 を形 成 して 、2番 目の ピ リミジ ン塩 基 の分子 認識 を行 って いる。筆
者 が 、今 回 の実 験で 観測 したイ ミノプ ロ トンT10N3Hおよび、BLMのア ミ ド
プ ロ トンG-SNHの大 きな化 学 シフ ト変化 は 、 この水 素結合 の生成 を強 く示
唆 して い る。
既 に述 べ た様 に、BLMはまず第一 にG塩 基 を認識 して、GpC配列 お よび
GpT配列 を双 方 とも同程 度 に よ く切断 す る。11)TでもCで も、マイナー グ
ルー ブ側 には同 じ位 置 に2位 の酸 素 があ るので 、 この機構 はBLMの配列特
異 性 を よ く説 明 す る。
さ らに、BLMは前後 の塩基 配列 の 関係次第 で は、GpA部位 やGpG部位 で
も切 断 を行 うこ とが あ る 。 これ はBLMのDNA切断 反応 は活 性 酸素 種 とい
う反 応性 の高 い分子 種 を活性 本体 と して い るため、本 来2組 存在 すべ き水
素 結 合 の一方 が不完 全 で あって も、効 率 は低 いが切 断は起 こ りうる と考 え
られ る 。
と こ ろ で 、 こ の よ うな 薬 物 側 の ア
ミ ド基(プ ロ トン ドナ ー)と 、DNA
のT-C20やA-N3(プ ロ トン ア ク セ
プ タ ー)と の 間 の水 素 結 合 が 、 い ろ
い ろ な 薬 物 で 実 際 に確 認 さ れ て い る
こ とは 既 に述 べ た(図30)。 こ の
う ちNMRで も よ く研 究 さ れ て い る
netropsin64,55⊃、distamycin56)、
1exitropsin57}の例 に つ い て 、 そ れ
ぞ れ の 化 学 シ フ トの 変 化 に つ い て 比
較 検 討 し て 見 た(図35)。
ま ずTの イ ミ ノプ ロ トンに つ い て
は 、 こ れ らの マ イ ナ ー グ ル ー ブ 結 合
性 薬 物 が 結 合 し た際 に 、 大 部 分 は 大
き な 低 磁 場 シ フ トを示 す が 、 一 方 い
図35NMRで よ く研 究 されて いる
マ イナー グルー ブ結 合性薬物
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くつ か の プ ロ トンは高 磁場 シ フ トを示 す。 これ らのDNA結合 性薬物 は、
BLMに比 べ て2オ ー ダー程度DNAとの結合定 数が大 き く、 またイ ミノプ ロ
トンの み な らず他の非 交換性 プ ロ トンにも しば しば大 きな化学 シフ ト変化
が 観測 され てい る。 これ らの こ とか ら、DNAの構造変 化が起 こっている も
の と思 わ れ る。 また これ らの マ イナ ー グル ーブ結 合 性薬 物 は、 いずれ も
A-T七ractに対 してbifurca七edhydrogenbondを形成 して いる。薬物 の結
合 に対 す る イ ミ ノプ ロ トンの化 学 シ フ トの変 化 の方 向 に統 一 性が な いの
は、 これ らの ことが複 雑 に影 響 して い るせ いで あろ う。
一 方 、薬 物側 のNHプロ トンの変 化 につ いては、 あ ま りよ くわ かっていな
い 。 これ は と りわけDNAの結 合 して いない状態 での 、薬 物の ア ミ ドプロ ト
ンが、DNAとの結合 を見 る時 と同 じ条件 で測定 され ていな いため 、比較 で
きないか らで あ る。
第 四節BLM-DNA相互作 用 モデル の構築
前節 に おいて 、筆 者 は二 組 の水素 結合 に よるBLMの塩基認 識機構 を提 案
した。 しか しこの機 構 に よるBLM-DNA相互 作用 が(1)立 体 化学 的に無 理
が な い か 、(2)実 際 にBLMがDNAを 切 断 す る こ と を説 明 で き るか 、
(3)今 までに知 られて い るBLMのさ まざ まな性質 を説明 で きるか、 とい
うことを検討 す る必要 が あ る。筆 者 は コ ンピュー ター グラフ ィックスの扶
けを借 りて 、BLM-DNAマイナー グル ーブ結 合の3次 元モデ ルを構築 した と
こ ろ、 こ うした条件 を満 足 す るモデ ル を得 る こ とがで きた。
4-1モ デ ル構築 の根拠
今 回の分 子 モデル構 築の 目的 は、単 にBLM-DNA結合領域 のみ な らず、活
性 中心 で あ る配位 子部位 にっ いて も、DNAの配 列特異 的な切断が可能 な立
体 的条 件 を満 たすか ど うか 、調 べ るこ とに ある。そ こで筆 者 は、モデル構
築 の際 に満 たすべ き条件 と して、次 の4つ の条件 を設定 した。
[1]BLMのB-N3/N3'とDNAのG-C2NH、は水素結合 している。
[2]BLMのG一δNHとDNAOAT-C20は水素 結合 して いる。
57
[3]BLMの 末 端 ア ミ ン残 基(今 回 はS-aminobutylguanidinium基)は、
マ イ ナ ー グ ル ー ブ の 中 で 、DNAの リン酸 と静 電 的 に 相 互 作 用 して い
る 。
[4]BLMの 配 位 金 属 は 、 切 断 を受 け るTのH4'の 近 傍 に 位 置 して い る 。
これ ら の条 件 の う ち 、[1]、[2]は 前 節 で 、[3]は 第 二 章 第 四節
で 詳 述 し た 。 こ こで は[4]の 条 件 につ い て 説 明 す る 。
BLMのDNA切 断 は 、 ス ー パ ー オ キ サ イ ドラ ジ カ ル に よ るH4'引 き抜 きに
よ り開 始 さ れ る こ と が知 られ て い る 。43,44)すな わ ち 図36に 示 し た よ う
に 、BLMが 発 生 し た活 性 酸 素 種 がDNAの マ イ ナ ー グ ル7ブ 側 に あ る 、 デ オ
キ シ リボ ー スH4'を 引 き抜 き 、 そ の 後 酸 素 分 子 の 付 加 な ど を経 て 、 最 終 的
にDNA鎖 が 切 断 さ れ 、3'末端 に グ リコ ー ル 酸 リン酸 エ ス テ ル を持 っ 精 製 物
が 観 察 さ れ る。 と こ ろ で 通 常 の ラ ジ カ ル分 子 種 に よ る プ ロ トンの 引 き抜 き
は 、 そ の プ ロ トンの 酸 性 度 の 順 に 、 よ り酸 性 度 の 高 い プ ロ トンが 引 き抜 か
れ や す い 。DNAに お い て は 、Hl'が 酸 性 度 が 高 い こ とが し られ て い て 、実
際 、Fe2+-EDTA-H20z、Cue+-1,IOphenanthrorine-HZOZとい っ た試 薬 で は
H1'引 き抜 き に よ る切 断 生 成 物 が 観 測 さ れ て い る。
ま た こ れ らの 系 で は 、radicaldiffusionが観 察 さ れ る 。例 え ばDervan
らが 設 計 し た 図37の よ う な分 子 で は 、二 本 鎖DNAの 両 側 のstrandで薬 物
図36BLMの 反応機 構
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が結 合 した 部位 の前 後2～3塩 基 にわ たっ て切断 が 見 られ る。58,これ は
BLMの活 性化 した活性 酸素種 が 、そ の発生 源 か ら拡散 したため と考 え られ
る。
これ らを考 慮 す る と、BLMのH4'引 き抜 き によ る切 断 は特殊 であ る。
ま たBLMではradicaldiffusionは見 られ ない。 これ らの現 象 は、BLMか
ら発生 した活 性 酸素 が、 ほかの部 分 に拡散 す る前 にDNAと反 応 する、い い
か えれ ばBLMの活性 中心 がDNAのH4'の近 傍 にあ る と考 える とよ く説明で
き る。 これ が筆 者が モデル構 築 に際 し、[4]の 条件 を加 味 した理 由であ
る 。
図37BLMを モデル と した人工DNA切断分子
m2BLM-DNAマ イ ナー グルー ブ相互 作用 モデル の詳細
筆 者 は 前 記4つ の 条 件 を 満 た すBLMのDNAマ イ ナ ー グ ル ー ブ結 合 モ デ ル
を 、 ワー ク ス テ ー シ ョ ンTITAN上で 、 プ ロ グ ラ ム"MOLGRAPH"を使 用 して 作
成 した 。
BLMの結 合 す るDNAと して は 、NMR実 験 に 用 い たGT-12配列 を もっ理 想
的 なB型DNA構 造 を 、Arnot七らの パ ラ メ ー タ ー を用 い て 作 成 した 。69)
図38に は 、BLM-DNA相互 作 用 モ デ ル の 全 体 像 を示 した 。GT-12のB型
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DNA(緑 色 の分 子)にBLM(水 色 の分 子)が2分 子 結合 して い る。 それ
ぞれ の部位 に結 合 したBLM分子 同士 は互 い にduplexの反対側 を向 いて いる
ため 、立 体 的 な反撥 はお こ らな い と考 え られ る。 また前節 で考察 した よ う
に、BLMのDNA結合 領域 は他 のマ イナ ーグ ルー ブ結 合性薬物 と分子 の大 き
さ、形 状 が似 通 って いて、実 際 のB型DNAの マ イナー グルーブ に無 理 な く
結 合 し、グ ルー プ内で疎 水 的 に も安 定化 されて い るこ とがわか る(な お同
じ方 向か ら描 い たballandstickモデルの立 体 図を 、図4に 掲載 した)。
図39は 、DNA結合領 域 お よび配位子 領域 の周 辺 を拡 大 して、2組 の水
素 結合 に よる塩基認 識機 構 の詳細 を示 した図で あ る。図中 にはBLMによ り
特 異 的 に認識 され るG9および、切 断部 位で あ るT10の塩 基が示 して ある。
ま たBLMとDNAの分 子 間の二 組 の水素 結合 は点線 で示 した。Fe2+原子 お よ
びBLMによって攻撃 され るT10のC4'原子 は、 それ ぞれ矢印 で示 した。筆
者 のモ デル で は、図の ようにBLMの配 位子 部位 が、酸 素 を配位 す る第6座
の配位 座 をDNA側に むけて 、C4'のほぼ正面 約5Aの ところに位 置 させて
あ る。 この よ うな位 置 関係 で あれ ば、BLMが発生 した活性酸素種 は、他の
位 置 に拡 散 す る ことな くH4'のみ を攻 撃 す る と考 え られ る。
図40は 、GT-12分子 に、肌Mが1分 子 だ け結 合 した状態 の図 を、DNA
の らせ ん軸 の方 向か ら見 下 ろ した もので あ る。 図中 、BLM分子 を太線 で描
い てあ る。BLMのビチ アゾール環 ～ ブチ ル グアニ ジニ ウム残基 の領域 が 、
DNAのマ イナー グルー ブ には ま りこみ、一 方非 常 に立体 的にか さ高 い配位
子部 分 はDNA糖一 リン酸骨 格 のす ぐ外 側 に位置 してい るこ とがわ か る。
この よ うに 、BLM分子 はB型DNAに 立体 的 に無理 な く結合 で きる ことが
示 され た 。 これ は肌Mが 結 合 した際 にDNA側の構造 変化 が全 く見 られ なか
った とい う筆 者 の実 験 結果 と もよ く合 う。
なお このモデ ルで は、BLMの二っ の糖残 基 を 、DNAとの相 互作用 に邪魔
に な らな い よ うな位 置 に配 置 した。 なぜ な ら糖 の コンフ ォーメ シ ョンに関
す る構造 的 な情報 が 、モデ ル構 築 に際 して得 られ なか ったか らで あ る。 ま
た ペプ チ ド部 分 、 と りわ け ビチ アゾー ル環 と配 位子 部分 をっ な ぐrリ ンカ
ー部 分 』 、methylvalerate(V)残基 とthreonine(T)残基 のい くつ かの結合
角 には 、 ある程度 の 自由度 が あ る。 しか し現段 階 ではBLMのみの構造 に対
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図38BLMのDNAマ イ ナ ー グ ル ー ブ 結 合 モ デ ル(上 ・全 体 図)
図39塩 基 認 識 機 構 の 拡 大 図(下)
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して も、BLM・GT-12複 合 体 の 構 造 に対 して も、 エ ネ ル ギー 最 適 化 な どの
計 算 は行 っ て い な い 。
図40BLM-DNA結 合 モ デ ル を らせ ん 軸 方 向 に見 下 ろ した 図
細 線:GT-12、 太 線:BLM-Fe2+
4-3他 のマ イナー グルー ブ構造 モ デル との比較
BLMは長 い間 イ ンター カ レー ター だ と信 じられて いたが 、二っ の グル ー
プ が早 くか らBLMがマ イナー グル ーブ に結 合 する可能性 を指摘 し、相互作
用 モデ ル を提 出 して い る。 こ こで は筆 者 の提 出 したモデ ル との比 較 を行
う。
Dickersonは、1986年にBLMがDNAのマイナ ーグル ーブ に結合 して いる
予想 図 を、文献15の 中 で発表 して いる(図41)。
Dickersonはne七ropsin-DNA複合体 のX線 結晶構 造解析 を根拠 に、図3
0に 示 した よ うな他 の マ イ ナ ー グル ー ブ とBLMのDNA結合 領域 の比較 か
ら、BLMのマ イ ナー グル ー ブ結 合 を予想 した。 しか し文 献15の 中 で は
BLM-DNA間の水素 結合 に よる分子 認識機 構 につ いては なん ら言及 してい な
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い。
一方 、 国内 で は京都大 学 の杉 浦 らの グルー プ がBLMの化学 的お よび分 光
学 的研 究 か ら、1987年に図42の よ うなモ デル を発表 した。is)彼らのモデ
ル 構築 は、[1]グ アニ ンの2位 ア ミノ基 のanthramycinによるアル キル
化 に よるBLM切断効率 の低 下(前 節3-2を 参 照)と 、[2]BLM錯 体 の
ESR測定 か ら、配位 金属 と ビチ アゾ ール環部 分 の相対 距離 が近 い とい う知
見 か ら、6°}BLM構造 中 に何 らか の折 れ曲 が り構 造 が存 在 する こ と、の2っ
の根 拠 に基づ いてい る。 ま たBLMとDNAの分 子 認識機 構 につ いてはBLMの
G-N3/N3'とG-C2NH、の水 素 結 合 を提 案 してい る。一 方二 組 目の水 素結 合
す なわ ち ピ リミジ ン塩基 の認 識機 構 につ いて は言及 して いない。
図41Dickersonの モ デ ル 図42杉 浦 らのモ デル
図43に は筆者 のモ デル の 同 じ方 向か らの書 き出 しを示 した。図 中太 線
がBLMであ り、Fe2+、切断 部位T10のC4'を矢 印 で、二組の水 素結合 を点
線 で示 して あ る。
DNA結合部 位 に限 って い えば、Dickersonの予測 したモデル は筆者 の モ
デ ル とよ く似 てい る。特 にDNAに相 互作 用す る ときのペ プチ ド鎖 の分子 の
方 向 は同 じで あ る。
一 方杉 浦 らのモデ ルで は 、G塩 基 の認識 機構 は 同 じであ るが 、DNAの切
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断部位(2番 目の ピ リミジ ン)に
対 す るBLMの分 子 の方 向が正反 対
となって い る。 これ は杉浦 らが2
番 目の塩基 の認 識機 構 につ いて、
実 験的 な デー タ を持 ちあわせ なか
っ たか らであ ろ う。 しか し細部 に
お け る違 いは あ るものの 、BLM分
子 がV残 基 、T残 基 の部分 で大 き
く折 れ 曲が る とい う ことは筆 者 の
モ デル とも共 通 す る特 徴 であ る。
な お彼 らは、 この コ ンパ ク トに折
れ 曲が っ た構 造 をfU-form」構造
と命 名 して い る。 この 折 れ 曲 が
り構 造 につ いて は、次節 で検 討 す
る。
第五節 考察 図43筆 者 のモデ ル
筆 者が構 築 したBLM-DNA結合 モデ ルは 、BLMの塩 基特異 性や4'プロ トン
の引 き抜 き反応 とい った化 学 的性質 や 、筆者 の得 たNMR等の分光学 的デ ー
タ に見 られ るよ うな物 理化 学 的性質 を、合理 的 に説 明 する。 同時 に、 いま
まで の仮説 で は説明 で きなか っ たい くつ か の問題点 につ いて も光 を当て る
もの となっ た。 ここで はそれ らにつ いて考察 す る。
5-1BLMの れ が り 造
モ デ ル 構 築 の 過 程 で 、BLMがG一 ピ リ ミ ジ ン配 列 を そ の ビチ ア ゾー ル ～ 末
端 ア ミ ン部 分 で 認 識 して 、 ピ リ ミ ジ ン残 基 のH4`を 攻 撃 す る た め に は 、 そ
の ペ プ チ ド鎖 がmethylvarela七e(V)～threonine(T)残基 部 分 で コ ン パ ク ト
に 折 れ 曲 が る(U-Form構造)必 要 性 が 明 ら か に され た 。 筆 者 は この こ と を
念 頭 に 、 も う一 度BLM-DNAの相 互 作 用 に お け るNMR実 験 の 結 果 を検 討 し
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た。
図44は モ デ ル か らBLM部 分 の み を 抽 出 し た 図 で あ る 。BLMがDNA
(GT-12)と結 合 す る 際 に 生 じ た 、BLM由 来 の プ ロ トンの 化 学 シ フ ト変 化
(図27お よ び 図28)か ら、DNA結 合 領 域 とは 別 に 、V残 基 ～T残 基 の
ペ プ チ ド主 鎖 周 辺 に 、小 さ な 変 化 が 集 中 して い る こ とが わ か る。 これ は 、
図45でBLMがU-Forme造 を と っ た とき の 「曲 が り」 の部 分 に ち ょ う ど対
応 して い る 。 筆 者 は 、 この 部
分 に生 じた化 学 シ フ トの変化
が、BLMがDNAに結 合 した際
のBLMのコ ンフ ォメー シ ョン
変 化 を反映 してい る もの と考
え た。
表7に は、合成BLMアナ ロ
ー グに よる、V～T残 基 部分
の変換体 の構 造活性 相 関を示
した。5⊃この結果 はDNAとの
結 合定数 を直接観察 した もの
で はないが 、V～T領 域 の3
図44BLMの モデル か らの抽 出図
つ のメ チル基 や水酸 基 が、BLMのDNA切断活 性 に少 なか らぬ影響 を持っ こ
とがわ か る。一方 、立体 障害 が少 な く分子 の 自由度が高 い と思 われ るアナ
ローグ のDNA切断活 性が低 いこ とは、BLMのV～T残 基部分 の、あ る特 定
の コンフ ォー メ シ ョンが その活性 に必要 で あ るこ とを示唆 している。
5-2BLM系 抗生物 質 に属す る他 の薬 物 の性 質
BLMと 構 造 が 極 め て 類 似 し た他 の 抗 生 物 質 と して はphleomycin(PhLM)お
よ び 、 七allysomycin(TLM)が知 られ て い る(図45)。6レ67}
PhLMは、BLMと 全 く共 通 の 母 核 構 造 を 有 して お りBLMの ビチ ア ゾ ー ル環
が △Z-thiazolin-4-yl-thiazoleに還 元 され た 形 と な って い る の が特 徴 で
あ る 。PhLMは、BLMと ほ ぼ 同 じ塩 基 特 異 性 で グ アニ ン塩 基 特 異 的 にDNAを
切 断 す る 。62'63)また そ の 生 物 活 性 も、 グ ラ ム 陽 性 菌 、 グ ラ ム陰 性 菌 に対
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合成 アナログの構造とブレオマイシソに対する相対的活性
枯草菌に対する活性IfeLa細胞に対す る活性DNA蝋 鎖切断活性
ioo ioo 100
0 i2 zo
u 12 zo
is 13 200
0 i2 zo
ioo 100
52 zo 100
90 70 ioo
表7合 成BLMの構造 活性相 関
し細 胞 毒 性 を 持 ち 、抗 腫 瘍 作 用 も あ る こ とが 報 告 され て い る。sa)
PhLMは構 造 的 に イ ン タ ー カ レー タ ー とは考 え に くい の で 、 従 来 説 で あ る
rBLM・イ ン ター カ レー ター 』 説 で は 、両 者 の 塩 基 特 異 性 が 同 じで あ る こ
とは 説 明 で き な い 。
筆 者 の 提 案 した マ イ ナ ー グ ル ー ブ側 か らの 水 素 結 合 に よ る塩 基 認 識 機 構
は 、PhLMの塩 基 特 異 性 に つ い て も 同 じメ カ ニ ズ ム で 合 理 的 に説 明 で き る 。
な ぜ な らPhLMでも還 元 さ れ たthizolinyl一七hiazole部分 は 、 若 干 の 親 和 性
の低 下 は あ る にせ よ、 プ ロ トン ア ク セ プ タ ー と し て機 能 し うる と考 え られ
る か らで あ る。
ま たTLMも 母 核 構 造 はBLMと ほ ぼ 同 じ で あ る 。V残 基(4-amino-3一
・ ・
図45
BLM類縁抗生物質
の化学構造
hydroxy-2-methyl-n-valericacid)の2-methy1基が な くな り、 ま たB残 基
の2-aminoe七hyl基部 分 が 、2-amino-1,2-dihydroxyethyl基と な っ て い る 。
さ ら に そ の2位 水 酸 基 に付 加 的 に 、4'-amino-4',6'-dideoxy-L-taloseが
結 合 して い る 。TLMのinvi七roでのDNA切 断効 率 はBLMの10～30%程 度 で
あ るが 、62L方invivo活 性 はBLMよ り も1オ ー ダ ー ほ ど高 い(こ れ は細
胞 へ の と り込 み 効 率 に よ る と考 え られ る)。 さ らにDNA切 断 の 塩 基 特 異 性
は 、BLMと ほ ぼ 同 様 にG-pyrimidine部位 を効 率 よ く切 断 す る 。67)
黒 田 ら が 提 案 し て い る ビチ ア ゾ ー ル 誘 導 体 の イ ン タ ー カ レー シ ョ ンモ デ
ル は 、TLMのtaloseのよ う な大 き な 立 体 障 害 の あ る ビチ ア ゾ ー ル 環 に は適
用 で き な い 。 一 方 、 筆 者 の モ デ ル で は 、taloseが付 加 す る位 置 は 、BLMの
fU-Form」構 造 の タ ー ン部 分 に 位 置 して 、DNAの マ イ ナ ー グ ル ー ブ の 外 側
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を 向 く。 従 っ て こ の 位 置 に 、親 水 性 の 高 い ア ミ ノ糖 が 結 合 す る こ とで 、 曲
が り構 造 が 安 定 化 さ れ る可 能 性 が あ る 。 あ る い は ア ミ ノ糖 とDNAの 糖 リン
酸 部 分 の 静 電 的 相 互 作 用 や 水 素 結 合 も考 え られ る。 こ の よ う に 、TLMと
BLMが 同 じ塩 基 特 異 性 を持 っ て い る こ と も 、筆 者 の モ デ ル で は矛 盾 な く説
明 で き る 。
5-3「BLMニpartialintercalation説」 につ い て の 考 察 .
と こ ろ で 、 筆 者 とほ ぼ 同 様 の 実 験 の戦 略 を 用 い て 、BLMとDNAオ リゴ マ
ー の 相 互 作 用 を 研 究 して い るGamscikらの 報 告 に つ い て こ こ で 考 察 す
る 。41)
彼 らはBLMの ビ チ ア ゾ ー ル 環 プ ロ トン(C5H/C5'H)の高 磁 場 シ フ トを観
測 して い る が 、 そ こか らrBLM=partia1イン タ ー カ レー ター 」 と い う、
筆 者 と は異 な る結 論 を導 い て い る 。
と こ ろ で 、 彼 らの 使 用 し た 実 験 系 と筆 者 の実 験 系 で は 、 次 の 点 が 本 質 的
に 違 っ て い る 。
[1]BLM-Zn2+を使 用 して い る 。
[2]DNAにd(CGCGCG)とい う6merを 使 用 し て い る 。
[3]DNAの イ ミノ プ ロ ト ン、BLMの ア ミ ドNHプロ トン な ど の 、交 換 可 能
な プ ロ トン の 変 化 を 観 測 し て い な い 。
これ ら の 実 験 か ら、DNA側 の 塩 基 部 プ ロ トン 、H1'お よびBLM側 の ビチ
ア ゾ ー ル 環 プ ロ トン(C5H/C5'H)の最 大0.24ppm程度 の 高 磁 場 シ フ トを観
測 して い る 。 ま たG:C塩 基 対 の 環 電 流 効 果 を 計 算 し て 、 図46の よ う な
partialin七escalationモデ ル を提 出 して い る。 しか し この 実 験 に は い く
つ か の 問 題 が あ る。
まず 筆 者 が 今 回BLM-Znz+を実 験 に 使 用 しな か っ た 理 由 は既 に述 べ た(第
一 章 第 一 節 脚 註) 。 ま たGamcsikが使 用 した ヘ キ サ ヌ ク レ オ チ ドは 、以 前
当 研 究 室 志 田 らが 明 らか に した よ う に、44)2カ所 のGpCサ イ トで そ れ ぞ れ
切 断 を受 け る 。 従 っ て 、BLM-DNAの相 互 作 用 を 見 る 時 に 両 者 のstoichio-
metryが確 定 で き な い た め 、BLMの 塩 基 特 異 的 な結 合 に 関 して 議 論 で き な
い 。
・
ま たd(CGCGCG)duplexは、BLM分 子 の 大 き さ に 比 較 して小 さ く、 そ のTm
も低 い 。 彼 らが モ デ ル 構 築 の 根 拠 と して い るG2、C5、G6のプ ロ トンの 大 き
な 化 学 シ フ ト変 化 は 、BLM-DNA相互 作 用 の 影 響 とい う よ り もむ しろ 、BLM
添 加 に 伴 うDNAのduplex末端 で の 不 安 定 化 に起 因 す る実 験 的 なar七ifac七で
あ る と考 え られ る 。
さ らに 最 大 の 問 題 点 は 、 彼 らの 計 算 結 果(図46)と 彼 らの が 主 張 して
い る結 論(BLM・par七ialin七ercalation)が一 致 して い な い こ とで あ る
(図か ら は マ イ ナ ー グ ル ー ブ 結 合 に しか 見 え な い の で あ る)。
これ らの 事 情 か ら、 筆 者 の デ ー タ お よ びBLM・GT-12複合 体 モ デ ル は、
Gamcsikらの 議 論 に 対 して 十 分 反 論 す る こ とが で き、 彼 らの 導 い た結 論 を
覆 す こ とが で き る と確 信 して い る 。 同 時 に 、BLM-DNA相互 作 用 を研 究 す る
上 で 、 実 験 系 を構 築 す る こ と の重 要 性 が 、 あ ら た め て 明 らか に さ れ た と い
え る 。
_
図46Gamcsikら の"partialintercalation"モ デ ル41)
・ ・
第三章BLMの マ イナー グルー ブ結合 モデ ルの検証
… …DNAの立 体構造 か らの アプ ローチ
筆者 の構 築 したBLMのDNAマイナー グル ーブ結合 モデル は、既知 のBLM
の 性質 の ほ とん どを矛 盾 な く説 明 で きる。 とこ ろで、 当研究 室 の 中 山 ら
は、BLMのモ デル基 質 とな るDNAオリゴマーの配 列 を探索 す る過程 で、一
つ の興味 深 い配 列 を発見 して いる。 それ はd(GGGGAGCTCCCC)(以下GA-12と
略 す)と い う配 列 で、BLMによ り本来 よ く切断 され るはずのG6pC7部位 よ
りも、 む しろマイ ナーサ イ トであ る と考 え られ るG4PA5部位で 、効 率 よ く
切 断 され る ことが示 され たの であ る。
ここで筆者 は、GA-12が分子 前半 にプ リン塩基 、後半 に ピ リミジン塩基
が連続 す る とい う特 徴 的な配列 で あ るこ とに注 目 して、 このBLMによる切
断性の異 常 がDNA:・GA-12の持 つ何 らか の立体構 造上 の特 徴 に由来す るの
で は な い か とい う仮 説 を立 て た。 第 二 章 まで で 明 らか に した よ うに 、
BLMがDNAに結合 す る際 にはDNAの立体 構造 は ほ とん ど変化 しないの で、
この仮 説 は妥 当で あ る。そ の うえで、 このDNAの詳細 な立体構 造 を検討 す
れ ば、BLMによる2番 目の塩基 一 ピ リミジン塩 基 の認識機構 を解明 で きる
と考 え、実験 を行 った。
他方 、GA-12のもつ特 殊 な性質 は、DNAの塩 基配 列 に依存 した立体構 造
の差異 とい う観点 か らも興味 深 い。近年 、分子 生物学 お よび生 物物理学 の
進 歩 に よ り、生体 内 のさ まざ まな機 能 は、DNAとその塩基配列 を厳密 に認
識 して結 合 す る蛋 白質 に よって 調節 され て い る こ とが広 く明 らか に な っ
た。68)塩基 配列 に依 存 したDNAの構 造(動 的構 造 も含 め て)は 、薬 物 一
DNA相互 作 用のみ な らず 、 この よ うな遺 伝子 の機能 調節 を担 う分子論 的 な
基 礎 となる ものであ る。
筆者 は 、GA-12の溶 液中 の立 体構 造 を、2次 元NMRの解析 お よび束縛 分
子 動力学 計算(restrainedmoleculardynamics)の手法 で明 らか にす ると
い うアプ ロー チを用 い た。 そ して前章 で構築 した筆 者 のrBLM-DNAマイナ
ー グルー ブ結 合 モデ ル』 が、GA-12で観 察 され たG4pA5部位 に おけ る効率
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の良 い切 断 を説明 で きるか どうか につ いて検討 した。 これ は、筆者 の提 出
したモ デル が正 しいか どうかを 、新 た に検 証 す る ことに ほか な らない。
第 一 節GpA部 位 で 切 断 を受 け るDNAオ リゴ マ ー(GA-12)の性 質
中 山 に よ っ て初 め て含 成 され たDNA配 列 、GA-12:d(GGGGAGCTCCCC)が
BLMに よ っ て 、本 来 な ら ば マ イ ナ ー で あ る は ず のG4pA5部位 で 優 先 的 に切
断 を 受 け る こ と は 既 に 述 べ た 。 と こ ろ で 、 この 配 列 は 見 方 を 変 え れ ば 、
d(GGGGGGCCCCCC)(以下G、C,と略 す)の う ち 、 一 カ所 だ けA:T塩 基 対 に置 換
し た アナ ロ グ で あ る 、 と考 え る こ とが で き る 。 こ のG、C、とい う配 列 は 、通
常 は溶 液 中 で はB型 と して 存 在 す る が 、 塩 濃 度 を徐 々 に上 げ て い く と 、比
較 的 低 い塩 濃 度 でB型DNAか らA型DNAに 転 移 す る こ とが知 られ て お り、
『BAtype』とい うサ ブ フ ァ ミ リー に 分 類 さ れ て い る。89)
筆 者 は ま ず 、BLMに よ る 異 常 な切 断 性 がGA-12およ びG、C,に共 通 な配 列
の モ チ ー フ に 由来 し、 通 常 のB型 と は異 な っ た立 体 構 造 に起 因 す る と考 え
た 。 そ こ で 、GA-12と塩 基 組 成 の 等 しい 配 列 で や は りG、C、配 列 に1カ 所 だ
けA:T塩 基 対 を 導 入 し たGA'-12:d(GG-GAGGCCTCCC)とい うDNAを 合 成 し
て 、BLMに よ る 切 断 性 を行 っ た 。 表8に は 、 そ れ らの 配 列 お よ び 略 号 を示
し た 。 ま た 図47に は 、GA-12のナ ンバ リ ング シ ス テ ム を示 す 。
Abbreviation Sequence
GC-12
GA-12
GA'-12
d(CCCCAGCI℃GGG)
d(GGGGAGα℃CCC)
d(GGGAGcrcCCI'OCC)
表8合 成DNAの塩基配 列(太 字 はBLMで切 断 され る部位 を、
中 ヌキ文字 は切 れ に く くなっ た部位 を示 す。)
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123
5㌧GGG
3'-CCC
121110
4567
GAGC
CTCG
9876
891011
TCCC
AGGG
5432
図47GA-12の ナ ン バ リング シ ス テ ム
12
C-3'
G-5'
1
1-1切 断実 験
筆者 は、切 断実験 を行 うに当 た って 、GA-12、GA'-12それぞ れ単 独 での
切 断性 を定 量 す るだ け で は な く、 標準 的 なDNAのあ る一 カ所 の 部位 を基
準 に した 、相 対 的 な強度 を求 め る こ とを試 み た。 そ して第 一 章 で 用 いた
GC-12のG6pC7部位 におけ る切断 強度 を基準 に した、相 対的切 断性 を調 べ
る実験 系 を確立 した。
一般 に、一種 類 のDNAオ リゴマー とBLMだけが入 って いる系 での切 断反
応 では 、通 常 で はBLMの切 断が起 こ りに くいマ イナ ーサイ トでの切断 が強
調 され た結 果 が得 られ る こ とが多 い。 これ はBLMの発 生す る活 性酸素 の反
応 性 が高 い ためで あ る。そ こで筆者 は、切 断性 を調 べ るDNA(GA-12,GA'-
12)と、基 準 となるDNA(GC-12)を等 モ ルずつ含 む 系での切断 実験 を併せ
て行 い 、それ ぞれ のDNAの一 方 のみ を選 択 的 に標 識 す るこ とでGA-12およ
びGn-iaの相対 的 な 「切 れ やす さ」 を定量 した。
図48Aに は切 断実 験 の ポ リア ク リル ア ミ ド電 気 泳動 に よる分析 結 果
を示 し、 図48Bに は定 量 した各 サ イ トの切 断性 を図解 した 。GC-12お
よ びGA-12の主切 断生成 物 にっ いて は、 中山 に よってそれ ぞれd(CCCCAG)p
CH2COOH、d(GGGG)pCH2COOHが同定 され てい る。他 の切断サ イ トにつ いて
はゲ ル上 の移 動度 か ら推 定 した もの であ る。GA-12単独 での切 断実験 で は
(A:Lane4)G4pA5部位 で の切断 は、GA-12のG6pC7部位 よ り約4倍 切れ
や す くな って いる。相対 的 な切 れや す さで は、標準 的 なB型DNA基 質 で あ
るGC-12のG6pC7部位 と比較 して も1.3倍程度 切れ やす い ことが明 らか に
な った(A:Lane7,8}。
また筆者 の予想通 り、GA'-12にお いて も、 その中 心のG6pC7部位 よ りも
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A
Lane1-6:
単 独 で の 切 断 実 験
Lane7-10:
相 対 的 切 断 強 度 の
定 量
Lane1,2:GC-12
Lane3,4:GA-12
Lane5,6:GA'-12
Lane7,8:
GC-12+GA-12,
Lane9,10:
GC-12+GA'-12
DNA
BLM
X.C.＼
.
123456
GC-12GA-12GA'-12
-十 一 十 一 十
78910
GC-12+
GA-12GA'-12
十 十 十 十
B GC-12:
GA-12:
GA'-12:
1
1
d(CCCCAGCTGGGG)
432
111
d(GGGGAGCTCCCC)
765
丁 ↓ ↓
d(GGGAGGCCTCCC)
切断部位 単独での切断 GC-12+GA-12 GC-12+GA'-12
1 51.1-% 38.6%(100) 48.6%(100)
2 11.5瓢 25.6%(63.6) 一
3 45.3% 51.2%(132.6) 一
4 12.3% 18.1%(46.8) 一
5 20.6% 一 18.3%(38.1)
6 14.5% 一 13.6%(28.0)
7 42.6% 一 43.1%(88.6)
図48GA-12、GA'-12のBLMに よ る切 断 実 験A:20%PAGEに よ る分 析
B:各 切 断 部 位 の 定 量 結 果(括 弧 内 は 部 位1に 対 す る相 対 的切
断 強 度)
G3pA4部位 で の切 断 が 優 先 し た 。GA-12、GA'-12のG6pC7部位 は 、 ど ち ら
もGC-12のG6pC7部位 に 比 べ て 、 有 意 に 切 れ に く く な っ て い る 。
こ の 結 果 は、BLMの 塩 基 認 識 が 、DNAの 配 列 特 異 的 な立 体 構 造 に よ って
変 化 し う る こ とを 系 統 的 に示 した 最 初 の 例 で あ る 。GA-12とGAL12の二 つ
の 配 列 は 構 造 的 に も 同 じ特 徴 を有 して い る こ と が 強 く示 唆 され た 。
1-2CDス ペ ク トル の 比 較
そ こで 筆 者 は 、GA-12、GAL12のCDを 測 定 し、duplexの巨視 的構 造 を
検 討 し た 。DNA分 子 に お い てCDス ペ ク トル は 各 塩 基 対 間 のs七acking相互
作 用 の 累 積 と して 表 さ れ る た め 、A型 、B型 やZ型 ど い った らせ ん構 造 の
大 き な フ ァ ミ リー を知 る 上 で 便 利 で あ る 。7°)
3
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1
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一z
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図49CDス ペ ク ト ルA:20℃ 、B:80℃ 、C:20℃(+4MNaC10・)
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図49は 、 そ れ ら のduplex状態(A、20℃)、 一 本 鎖 状 態(B、80℃)、
お よび 塩 濃 度 を上 げ た状 態(C、20℃、4MNaClO。)のCDスペ ク トル を示 し
た 。GC-12、GA-12、GA'-12は塩 基 組 成 が 等 し い た め 、一 本 鎖 状 態 で は ス
ペ ク トル の パ タ ー ン は ほ ぼ一 致 す る 。 しか し二 重 鎖 状 態 で はGC-12がほ ぼ
標 準 的 なB型 構 造 の パ ター ン を示 す の に 対 して 、GA-12、GA'-12は280nm
に 極 大 を 持 っ よ く似 た 独 特 の パ タ ー ン を 示 した 。 これ は 、 ポ リプ リ ンー ポ
リ ピ リミ ジ ン接 合 部 を 有 す るDNAの 特 徴 と考 え られ る 。
参 考 ま で にd(GGGGCCCC)(以下G。C。と略 す)のCDス ペ ク トル を併 せ て測
定 した と こ ろ 、 λ_・260nm,285nmの 二 つ の極 大 を 持 っ 特 徴 的 な ス ペ
ク トル を 示 した 。 正 の コ ッ トンバ ン ドが260nm～300nmの広 い 領 域 に わ た
っ て い る と い う点 で 、G。C、はGA-12,GA'-12によ く似 て い る。G。C。は 、溶
液 中 で はB型 、 結 晶 中 で はA型 を と るDNAと し て知 られ て い る 。71・?2}
当 初 筆 者 は 、GA-12,GA'-12もG、C。と同 様 に 、 比 較 的 低 い 塩 濃 度(～
4MNaC10。)でA型 のDNAに 転 移 す る の で は な い か と予 測 した 。 しか し図
49Cが 示 す よ う に 、 こ の よ う な 条 件 で はB→A転 移 は 観 測 さ れ な か っ
た 。
以 上 の 結 果 よ り、
[1]GA-12お よ びGA'-12は、duplex状態 でB型 構 造 の バ リエ ー シ ョ ンの
な か で 、 あ る特 徴 的 な立 体 構 造 を とっ て い る こ と、
[2]そ の 特 徴 的 な立 体 構 造 は 、 この 二 つ のDNAがBLMに よ っ て 、
(a)中 心 のG6pC7部位 が 切 断 さ れ に く く な り、
(b)そ れ ぞ れ のGpA部 位 が 切 断 さ れ や す く な る 、
こ との 原 因 とな っ て い る こ と 、
[3]こ う した 特 徴 的 な立 体 構 造 は 、 ポ リプ リ ン ー ポ リピ リミ ジ ン接 合 配
列 に 由来 す る もの で あ る こ と、
が 強 く示 唆 され た 。
第 二 節GA-12の2D-NMRに よ る解 析
筆 者 はGA-12およ びGAL12の詳 細 な 立 体 構 造 を調 べ る た め に 、 そ れ らの
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オ リゴ マー を大 量 に合成 し、2D-NMRによるプ ロ トンスペ ク トル の帰 属 を
行 った 。そ の結果 、GA-12にっ いて は一 部 の5ソ5"プ ロ トンを除 くす べて
の交換 性 、非 交換 性 プ ロ トンを帰 属 で きた。一方 、GAL12につ いて は、水
溶液 中 で少 な くとも2系 の異 なる立体 構造 の間 での平 衡状態 に なって いる
こ とが わか った。 この現 象 は、核 酸 の動 的 な挙 動 を研 究 する うえで は非常
に興 味深 いが、 スペ ク トル が複雑 なため相 関 ピー クを帰属 す ることがで き
な か った。
こ こで は、GA-12のNMRスペ ク トルの 解析 につ いて詳述す る。
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図50GA-12のNOESYス ペ ク トル(30℃ 、 混 合 時 間250ms)
A:(H6/H8)-H1'領域B:(H6/H8)一(H2'/H2")領域
76
2-1帰 属
GA-12のイ ミノ プ ロ トンお よ び 、cy七〇sineのN4アミ ノプ ロ トンは 、観 測
パ ル ス にSS11を用 い た1D-NOE差ス ペ ク トル 実 験 に よ って 、 定 法 に従 い帰 属
し た。 ま たGA-12の非 交 換 性 プ ロ トンは 、NOESYおよ びDQF-COSYのス ペ ク
トル を 組 み あ わ せ る こ とで 、 前 述 した 「核 酸 の 連 鎖 帰 属 法 」 を用 い て帰 属
し た(実 験 の 部 、一 般 的手 法 を参 照)。54a'73)図50にはNOESYスペ ク ト
ル(混 合 時 間250ms,30℃)の"sequen七ialNOE"領域(A:(塩 基 部
proton)一(H1'),B:(basepro七〇n)一(H2'/H2"))を示 す 。
図51GA-12のNOESYス ペ ク トル(30℃ 、 混 合 時 間250ms)
A:(H2/H2")一(H1'/H3曾)領域 、B:H4L(H17H3,)領 域
コ
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う
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1duplex中に 、Gが5残 基 、Cが5残 基 含 まれ る配 列 の た め 、 と り.わけ
H2'/H2"部分 の シ グ ナ ル の 重 な りが 深 刻 で あ るが 、 両 方 の 領 域 を併 せ て用
い る こ と で 、 問 題 な く帰 属 で きた 。 図 中 に は 「連 鎖 帰 属 」 の道 筋 を直 線 で
示 して あ る 。
ま たdeoxyribosのH3'およ びH4'は 、H1'お よびH2'/H2"との糖 の残 基
内NOEを 利 用 して 、 帰 属 した(図51)。 これ らの 帰 属 が 正 し い こ と は、
同 じ領 域 の 残 基 内 の ス ピ ン系 の 連 な りを 利 用 し た、DQF-COSYスペ ク トル に
よ り確 認 し た(図52A)。
Table9:ProtonChemicalShiftsandPuckeringConformationsof
DeoxyribofuranoseRingsforGA-12,at30°C,pH6.8(ppm)
base H8/H6H2/H5/H1'
CH3
H2' H2腿 H3' H4' NIH/
N3H
Gl
G2
G3
G4
A5
G6
C7
T8
Cg
C10
Cll
C12
7.80
7.77
7.57
7.66
8.01
7.56
7.30
7.44
7.54
7.52
7.59
7.69
7.70
5.15
1.54
5.65
5.65
5.72
5.85
5.622.41
5.572.63
5.842.55
5.522.57
6.082.61
5.682.48
5.82'2.02
6.072.21
5.922.21
5.892.17
6.052.21
6.232.28
2.56
2.71
2.68
2.70
..
2.58
2.47
2.54
2.45
2.45
2.47
2.28
4.77
4.96
4.97
4.97
5.04
4.91
4.61
4.81
4.81
4.80
4.82
4.54
4.15
4.31
4.33
4.35
4.41
4.35
4.17
4.20
4.16
4.15
4.14
4.04
12.70
13.15
13.05
12.77
12.84
13.90
base N4H2a H5'/H5" puckering
Gl
G2
G3
G4
A5
G6
C7
T8
Cg
C10
Cll
C12
7.95
8.40
8.45
8.55
a
6.42
6.82
6.82
7.01
a
3.70
4.06
3.96
4.10
4.19
4.26
4.05
4.06
b
b
b
3.54
3.62
4.00
4.10
b
4.14
4.14
b
b
b
b
b
b
C
C2'-endo
C2'-endo
C2'-endo
C2'-endo
C2電 一endo
O4驚 一endo
C1'-exo
O4'-endo
C1'-exo
C1'-exo
C
aNotobservedbecauseofterminalfreying .bNotassigned.
cNotdetermined.
表9GA-12の プ ロ トン化 学 シ フ ト
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表9に は、 それ らの帰属 の結果 を示 した。
2-2糖 部 パ ッカ リン グ の 解 析
核 酸 の 二 重 らせ ん 構 造 に お い て 、 そ の 糖 残 基 は"糖 一 リン酸 骨 格"を 形
作 り、 らせ ん構 造 の 全 体 を特 徴 づ け る重 要 な要 素 と な る。 一 般 に5員 環 で
あ る デ オ キ シ リボ ー ス の フ ラ ノー ス 環 は 、安 定 構 造 と して エ ンベ ロ ー プ 型
コ ン ポ メ ー シ ョン を とる こ とが 知 られ て い るが 、B型DNAで はC2'-endo/
C1'-exoが、A型DNAお よ びRNAで はC3'-endoが一 般 的 で あ り、 そ の 構 造
を規 定 して い る。38⊃
図52Aは 、GA-12のDQF-COSYの拡 大 領 域 を 示 し た。 ま た 図52Cに は
Govi1らの 文 献 か ら 、 そ れ ぞ れ の パ ッカ リン グ と対 応 す るcOSYの交 差 ピー
ク 観 測 の パ ター ン を示 し た 。
図 中 に ワ クで 囲 っ て い る よ うに 、通 常 のC2'-endo/C1'-exoコンポ メ ー
シ ョ ンで は観 測 さ れ な いH3'-H2"の相 関 ピー ク が 、C7とC9の二 っ の 残 基 で
中 程 度 の 強 度 で 観 測 さ れ た 。
筆 者 が 測 定 した2D-NMRのデ ジ タ ル分 解 能(pointresolution)はF2軸に対
して4.88Hz、F1軸 に 対 して9.76Hzで あ る 。 糖 部 プ ロ トン シ グ ナ ル の 線
幅(約10Hz)を 考 え る と、 このDQF-COSYスペ ク トル 上 で交 差 ピー クが 観
測 可 能 と な る条 件 は ・ プ ロ トン問 の カ ップ リ ン グ定 数 が約3Hz以 上 と な る
こ と で あ る 。74-76⊃従 っ て 、 こ のC7お よ びC9の二 つ の デ オ キ シ リボ ー ス
の パ ッ カ リ ン グ は 、04'-endoのコ ン ポ メ ー シ ョ ン を と っ て い る と考 え ら
Table1°:Th・ ・retica・・yE・ti・ ・t・d・ ・t・a・ugarエ
・t・・p・・t・・C。 。p・i。4
C°nstants(J)fortheSugarPuckerings(Hz)
puckeringH1'-H2'H1'-H2"H2'-H3'H2"-H3'H3' -H4'H2'-H2"
C2'-endo
C1'-exo
O4雪 一endo
C3'-endo
9.0
9.0
7。O
o.o
6.0
6.0
8.0
7.2
6.0
8.5
9.5
6.0
0.O
o.0
3.0
9.5
0.0-14.0
3.0-14.0
7ゆO-14.0
9.0一 二L4.0
表10各 パ ッカ リングに対応 す るJの 計算値
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れ る。 表10に は 、計 算 に よ り求 め られ た そ れ ぞ れ の パ ッカ リング を持 っ
デ オ キ シ リボ ー ス の プ ロ トン 間 の 結 合 定 数 を示 し た 。77⊃Jamesらは 、DNA
の デ オ キ シ リボ ー ス の パ ッ カ リン グ と 、 対 応 す るCOSYのスペ ク トル パ ター
ン の シ ミ ュ レー シ ョン に よ る解 析 を プ ロ グ ラ ムSPHINXを用 い て 行 っ て い る
が 、76)筆者 の結 果 は そ れ ら文 献 値 と も よ く一 致 す る 。
ま た 、C2'-endoとC1'-exoのコ ン ポ メ ー シ ョ ンの 区別 は 、 図52Bに 示
し た(H4')一(H3')の相 関 の 有 無 を指 標 に して 行 っ た 。C1'-exoのコ ン ポ メ
ー シ ョ ン は通 常 、B型DNA中 の ピ リ ミジ ン残 基 が と る こ とが 知 られ て い る
が 、38⊃GA-12ではC7、C9を除 く ピ リ ミジ ンが こ れ に 該 当 す る こ とが わ か っ
た 。 表9に は 、 こ れ らの 糖 パ ッカ リン グ の解 析 結 果 も併 せ て 示 した 。
2-3NOEの 定 量
一 般 にNOE情報 に基 づ いた計算 機 に よ る構造 決定 は、①NOEによるプ ロ
トン間距 離情 報 と② カ ップ リング定数 か ら得 られ た結 合の2面 角の情報 を
用 いて行 わ れ る。筆者 はGA-12の非交 換 性プ ロ トンのNOESYスペ ク トルか
ら、NOE相関 の距 離 の定量 を行 った。
NOEからの距離 の算 出 には 、混合 時間100msのNOESYスペ ク トル を使用
した。 これ は、通 常 プ ロ トンが近距離 間 に集 まってい る場合 には、i番 目
の プ ロ トンか らi+1番目のプ ロ トンを経 由 して、i+2番目のプ ロ トンまで
磁 化が移 動 して、(i)一(i+2)プロ トン間でNOEが観 測 された り、一 方(i)一
(i+1)間のNOEが弱 くな った りす る とい う、ス ピン拡散(spindiffusion)
が起 こ る こ とを考慮 した もの で あ る。 このス ピ ン拡 散 は と りわ け混合時 間
の長 いNOESYでは頻 繁 に観察 され る。筆 者 は、 この こ とに起 因す る距離算
出の誤 差 を押 さ え るため、100msの混 合 時間 を選 ん だ。
ところで 、NOEの強度 は、プ ロ トン間 の距離 の6乗 分の1に 比例 する こ
とが知 られ てい る。二 つの プ ロ トン(i,j)間のNOESYの交差 ピー クの強度
1、.1および プ ロ トン間距離r:;の関係 は、分子 内で距 離 の固定 され てい る
プ ロ トン間 の距離 お よびNOE強度 、r。お よび1。に対 して 、
・si3〔l°
1;;〕 ・・6(・)
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図52GA-12のDQF-COSYス ペ ク トル(A:(H2'/H2")一(H1'/H3')領域 、
B:(H4')一(H3')領域)と デ オ キ シ リ ボ ー ス の ス ピ ン系(C)
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で 表 す こ と が で き る 。77a⊃この 式 は、DNAの 分 子 内 で の そ れ ぞ れ の プ ロ ト
ン の運 動 性(お よ び分 子 相 関 時 間 τ。)が ほ ぼ 等 しい と した 時 の 近 似 式 で
あ る 。 二 重 鎖DNAが 一 様 に塩 基 対 を形 成 して い る場 合 に は 、 この仮 定 は妥
当 で あ る と考 え ら れ る 。
筆 者 は 片 平 らの 方 法 に準 じて 、 ①Tの メ チ ル プ ロ トン を含 むNOEに っ い
て は(T-H6)一(T-CH、)間のNOE強 度 を 、② 他 の プ ロ トン に 関 して は、(C-H5)
一(C-H6)間のNOE強 度 を 、 そ れ ぞ れ 距 離2.8Aお よび2。46Aに対 応 す る 内
部 標 準 と して使 用 した 。NOE強 度 は 、2次 元NMRの チ ャー ト上 か ら交 差 ピ
ー クの 体 積 を求 め る こ とで行 っ た 。74)
ま た混 合 時 間250msのNOESYスペ ク トル上 で は観 測さ れ る が 、100msの
NOESYでは交 差 ピ ー ク を与 え な い プ ロ トン 間 の 距 離 につ い て は 、NOEが 観
測 さ れ る 限 界 と考 え られ る 距 離 と して 一 様 に4.2Aを 見 積 も っ た。
交 換 性 の イ ミ ノ プ ロ トンお よ び ア ミノ ブ ロ トンを ふ くむ プ ロ トン 間 の 距
離 に つ い て は 、1次 元 のNOE差 ス ペ ク トル(10℃ 、 混 合 時 間300ms)の 積
分 値 を 、 強 ・中 ・弱 の 三 段 階 に 分 類 して 、 そ れ ぞ れ2.3～2.8A、2.8～
3.6A、3.6～4.4Aの 三 段 階 の 距 離 に 、 誤 差 を 含 め た値 と し て割 り当 て
た 。
この よ うな 段 階 的 な値 を 用 い る方 法 は 、蛋 白質 の 立 体 構 造 を計 算 す る際
に よ く用 い られ る 方 法 で あ る 。 本 来 な ら ば 、 非 交 換 性 プ ロ トン の場 合 と同
様 に 、NOESYか ら距 離 を定 量 す る ほ うが 信 頼 性 が 高 く、 この よ うな非 統 一
的 な 方 法 は好 ま し く な い 。 しか し 、分 子 動 力 学 計 算 で構 造 が 収 束 す る ため
に は 、 イ ミ ノプ ロ トン 間 、 あ る い はstrand間のNOE情 報 が 多 い ほ ど よ い と
考 え られ る 。
こ こで 、核 酸 の 交 換 性 プ ロ トン の場 合 に は通 常 の 方 法 で はNOESYが測 定
で き な い た め 、jumpandretum法、78'1-1echo法、'9'SR1331法8°1と
い っ た特 殊 な パ ル ス を 用 い て 、H、0中 で 測 定 す る必 要 が あ る 。筆 者 も い く
つ か の パ ル ス の 応 用 を試 み た が 、 ハ ー ドウ ェ ア の 性 質 上 よい ス ペ ク トル が
得 られ な か っ たの で 、 使 用 を断 念 した 。
以 上 の よ うに して 求 め た プ ロ トン間 距 離 を表11に ま とめ た 。
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ρTable11:InterprotonDistancesofGA-12DerivedfromtheNOESYSpectraat30'C
A:Intranucleoside の
rid(A)
proton G1 G2 G3 G4 A5 G6 C7 T8 C9 C10 C11 C12
sugar-sugar
H1'-H2'
H1'-H2"
H2'-H3'
H2鱒一H3,
H1'-H4'
H3'-H4'
sugar-base
H1'-H8/H6
H2'-H8/FI6
H2"-H8/H6
H3'-H8/H6
4.203.96
3.032.61
3.05
3.05
3.353.59
2.842.56
4.043.834.20
3.143.312.582.58
4.20
4.20
4.203.54
2.652.64
2.542.73
3.142.86
3.703.71
2.602.65
4.20d.204.204.203.51
2.422.452.452.392.88
3.453.383.383.783.17
4.204.204.204.20
4.153.82
2.2a2.sz
3.352.91
4.203.38
3.162.91
2.772.58
4.204.20
2.452.452.72
3.53
3.09
4.204.204.20
2.702.332.44
2.993.132.88
4.204.203.71
3.03
2.90
a.oa
2.88
3.71
3.64
2.90
2.80
2.80
3.53
3.53
4.20
3.40
4.20
2.413.07
2.933.07
3.554.20
B:Internucleoside(Intrastrand)
residue齒
　
rid(A)
i-(i+1)a
(i)G1
(i+1)GZ
G2
G3
G3
G4
G4
A5
A5
G6
G6
C7
C7
T8
T8
C9
Cg
C10
C10
C11
Cll
C12
H1'-H8/H6
H2'-HS/H6
H2"-H8/H6
H3'-H8/ii6
H1'-HS/M5
H2'-H5/M5
H2"-H5/H5
H3'-H5/M5
}{8/H6-H5/N5
H5/M5-fi5/M5
4.20
4.20
4.204.204.204.203.54
4.204.204.203.10
3.383.223.832.72
4.204.204.20
4.204.20
3.092.65
3.092.44
4.20
4.202.82
4.203.78
4.28
2.90
3.83
2.44
4.20
2.93
4.204.20
3.59
2.41
C:ExchangeableProtons(lnternucleoside)b
pr°t°npairridpr°tonpairrid protonpair r:1」 protonpair r・ ・エ 」
(Intrastrand)
G2ii1-G3H1
(Intersしrand)c
GZH1-Cl1H41
G4H1-CgH41
G6H1-T8N3
皿
1
1
1
G3H1-G4H1
G2111-Cllk[42し
G4H1-CgFi42
1
S
s
C4H1-A5H2
G3H1-C10H41
G4H1-T8H3
1
1
1
A5H2-G6H1
G3H1-C10H42
A5H2-T8H3
1
S
S
ay5meansC!{
3pr°t°n°fthethymineresidue.b
Distancesareclassifiedintothreecategories.(1=long,m
cH41and11420fcytosineareaf
reeandahydrogen-bondedNH2
=medium,s=short).
proton,respectively.
表11 NOESYから求 め たGA-12のプ ロ トン間距 離
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第 三 節 分 子 動 力 学 計 算 の 実 際
3-1分 子 動 力 学 計 算 の 特 長
核 酸 や 蛋 白質 の よ う な 巨 大 分 子 に つ い て 、NMRか ら得 られ た情 報 を忠 実
に 反 映 す る 分 子 モ デ ル を 手 作 業 で 構 築 す る こ と は 、 事 実 上 不 可 能 で あ る
(GA-12はduplexで分 子 量 が 約7300で あ る)。 そ の た め 通 常 は 計 算 機
の 扶 け を借 りて最 適 構 造 を 求 め る こ とに な り、 以 下 に掲 げ る4つ の 方 法 が
知 られ て い る。
[1]束 縛 条 件 に 基 づ く構 造 計 算(res七rainedmolecularmechanics)
ま た は、 エ ネ ル ギ ー 最 適 化 計 算(energyminimization)
[2]束 縛 分 子 動 力 学 計 算(restrainedmoleculardynamics)
[3]距 離 情 報 に 基 づ く幾 何 学 的 計 算(dis七ancegeometry)
[4]NOESYスペ ク トル の 再 計 算(backcalculationofNOESYspectra)
従 来 は 、[1]の エ ネ ル ギ ー 最 適 化 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、NOEお よび 角
度 情 報 を 擬 エ ネ ル ギ ー 項 と して 加 え て 、 構 造 計 算 を 行 う方 法 が一 般 的 で あ
っ た 。 しか し こ の 方 法 で は 、 計 算 に よ り求 め られ た 構 造 と、 実 験 的 にNMR
か ら得 られ た デ ー タ の 誤 差(violation)が小 さ くな らな い こ と、 計 算 結 果
が し ば し ば 局 所 的 な安 定 構 造(10calminimum)に捕 ま っ て し まい 真 の 安 定
構 造 に収 束 しな い こ と等 の 欠 点 が あ っ た 。
そ の一 つ の 解 決 法 と して 考 案 さ れ た の が 、[2]の 方 法 で あ る。 これ は
各 原 子 に つ い てNewton方程 式(=運 動 方 程 式)を 解 く こ とで 、 分子 を あ る
束 縛 エ ネ ル ギ ー の 場 の 中 で 運 動 さ せ る と い う分 子 動 力 学 計 算 を 用 い た方 法
で あ る 。CloreとGronenbornらに よ り、1987年に はDNAお よ びRNAの
6merが 、1989年に は 修 飾 塩 基 を含 むDNA12merのduplex構造 が 決 定 さ
れ 、2D-NMRと束 縛 分 子 動 力 学 計 算 の 組 み 合 わ せ が 、 核 酸 の 溶 液 構 造 を解 明
す る の に 有 用 で あ る こ とが 実 証 さ れ た 。77・8・⊃ 筆 者 ら も、Gronenbornらと
同 じBrungerのXPLOR(ver1.5)82】を 使 用 して解 析 を 行 っ た 。
XPLORは、 同 じ く分 子 動 力 学 計 算 用 プ ロ グ ラ ム と して 蛋 白質 の構 造 解 析
に 広 く用 い られ て き たCHARMMをも と に 、 よ り簡 便 にNMRやX線 結 晶 構 造 解
析 の デ ー タ が 取 り扱 え る よ う に 改 良 さ れ た プ ロ グ ラ ム で あ る 。例 え ば 動 力
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学 計 算 中 に温 度 を段 階 的 に 変 化 さ せ た り(simulatedannealing)、NOE束
縛 条 件 の 重 み を変 化 さ せ る こ とが で き る な ど、 優 れ た機 能 を持 って い る た
め 、GA-Z2の立 体 構 造 決 定 に も適 して い る と考 え られ る 。
な お 、 他 の分 子 動 力 学 計 算 の プ ロ グ ラ ム と して はKollmanのAMBER、83}
deVliegらのGROMOS84'など が核 酸 の 溶 液 構 造 の計 算 に用 い られ て い る。
本 学 で も、 藤 井 、 片 平 らに よ るDNA10merの構 造 決 定 に はAMBERが用 い ら
れ た 。 直 接 比 較 は行 って い な い も の の 、XPLORのほ うが 若 干 計 算 時 間 が 短
い よ う で あ る 。
[3]のdistancegeome七ry法は 、Crippen法と呼 ばれ る アル ゴ リズ ム
に 従 い 、2点 間 の距 離 情 報 を積 み 重 ね て 全体 構 造 を 幾 何 学 的 に 計 算 す る と
い う方 法 で 、DSPACE(Hare,e七a1)とい うプ ロ グ ラ ムが よ く用 い られ て い
る 。85)
[4]のbackcalcula七ionは[2]や[3]の 方 法 と組 み あ わ せ て 、 さ
らに そ の 構 造 の 精 度 を上 げ る た め に 用 い ら る。 原 理 は 、一 度 計 算 か ら求 め
られ た立 体 構 造 か ら、2D-NMRのス ペ ク トル をsimula七ionして実 験 値 と比 較
し、 次 の 構 造 計 算 の 際 に 用 い る情 報 に フ ィー ドバ ッ クす る とい う もの で あ
る 。 こ れ は特 に 、核 酸 の 構 造 で は ス ピ ン拡 散(=交 差 緩 和)に よ りNOEの
強 度 の 定 量 性 が 失 わ れ る こ と を補 う 目的 で 用 い られ た。 実 際 に はBloch方
程 式 の 空 間 積 分 を行 う こ とで 、全 プ ロ トンの 完 全 緩 和 行 列 を解 き、個 々の
NMR測定 条 件 に 対 応 し たfil七erをか け る こ とで 、2次 元 スペ ク トル の再 構
築 を 行 う も の で あ る 。
[2]と[4]の 組 み あ わ せ はPardiらが 、86}[3]と[4]の 組 み あ
わ せ はReidらが87)DNAduplexの構 造 を求 め る の に応 用 して い る 。
3-2束 縛 条 件 の検 討
筆 者 は 、 実 際 の 分 子 動 力 学 計 算 を 始 め る 前 に 、 前 節 に よ り求 め られ た
NMRか らの 構 造 情 報 に 対 応 す る束 縛 条 件 を 、 つ ぎ の2種 類 に分 類 して用 い
る こ と に し た 。
[1]デ オ キ シ リボー ス の 内部 の プ ロ トン 同士 につ い て は 、NOEか ら求 め
ら れ た距 離 情 報 に よ る束 縛 を 行 わ な い 。
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[2]デ オ キ シ リボース の コンポメー シ ョンはDQF-COSYから得 られ たパ ッ
カ リングの情 報 を、C-C結合 まわ りの二面角 の束縛 条件 として与 え
る。
[3]そ れ以外 の プ ロ トンに関 して は、NOEによるプ ロ トン間距離 を束縛
条 件 と して与 える。
先 に も述 べ たが 、DNAのデ オ キシ リボース につ いてはNOEのス ピン拡散
の 影響 が深刻 で あ り、距離 を過小 評価 す る危 険性 が高 い。 しか し系統 的 な
誤差 を多 く含 む情 報 に基づ いた束縛 エネ ルギー は、分子 動力学計算 中の全
empiricalenergyのバ ラ ンス を崩 し、正 しい計算 結果 を与 えない危 険性が
あ る。 一
他 方 、Govil、Hosurらの グル ー プ は従 来 よgcosYから得 られ た二 面
角 の 情 報 を 、 核 酸 の構 造 決 定 に積 極 的 に 用 い る戦 略 を打 ち 出 して い
る。75'88)しか し核 酸 の構 造 にお いて は、(1)H5'/H5"の位置選択 的な
帰 属 や 、H4L(H5'/H5")のカ ップ リン グ定 数 の見 積 も りが 困難 な こ と、
(2)リ ン酸 の まわ りの結 合角 に関 してNMRで得 られ る構造情 報が乏 しい
こ と、な どの理 由か ら二 面角 の情報 だ けで は核 酸 の構 造 を構築 す るこ とは
難 しい。
筆者 は 、NOEによる距 離情報 を も とに した束縛 分子 動力学 計算 に、DQF-
COSYから得 た二面 角 の情 報 も盛 り込 ん でや る ことで、 こ うした欠点 を補 え
る と考 え た。実 際、片平 、藤井 らの実験 で プ ログラムAMBERを用 いた同様
の戦略 が有 効 であ るこ とが示 され て いる。74⊃.
表12に はデオ キシ リボフ ラノース環 の二面 角 の束縛条件 を示 した。
Table12:TorsionAngleConstraintsfortheSugarPuckerings(+5°)
puckering s VO vl v2
v3 v4
C2重 一endo
C1'-exo
O4'-endo
154.0-21.735.2-35.221.70.0
121.0-35.235.2-21.0021.7
95.0-35.221.70-21.735.2
表12デ オ キ シ リポー ス環 の二 面角 束縛条件
・
3-3計 算 の 手 順
実 際 の 分 子 動 力 学 計 算 の手 順 な らび に 用 い た束 縛 条 件 の 擬 エ ネ ル ギ ー項
の 関 数 等 は 、1987年お よ び1988年のGronenbornとCloreの方 法 を一 部 改 良
して 用 い た 。
Newton方程 式 の 積 分 法 と して はVerlett(1971)のア ル ゴ リズ ム を 用 い
て 、89}timestepを1fsとし た 。 分 子 動 力 学 計 算 を 行 っ て い る 間 の 温 度
は 、0.1psご と に 各 原 子 の 速 度 をMaxwe11分 布 に 従 い 再 配 分 し直 す
(rescaling)こと で一 定 に 保 っ た 。 各 原 子 間 のnon-bondedinteractionに
つ い て は 、25fsご と に そ の 距 離 を検 討 して リス トを更 新 した 。
水 素 原 子 を 含 む 距 離 に っ い て は 、 分 子 動 力 学 計 算 を 行 っ て い る 間 、
SHAKEアル ゴ リズ ム を 用 い て 一 定 に保 っ た 。9°}
計 算 中 、 構 造 情 報 に よ る 束 縛 の 少 な い リ ン酸 ま わ り の結 合 角 に 関 して
は 、"mirrorimage"が生 じ る こ と を 避 け る た め 、 一 般 的 な右 巻 き らせ ん の
条 件(ε ・180土50° ・ ζ=-85土50° 、 α=-70よ50° 、a=180土
50°、Y=60土35°)を 、50kcal/molの束 縛 条 件 と して 加 味 し た。81)
初 期 座 標 に は 、Arno七tの座 標 に 従 っ て 作 成 し た古 典 的 なA-DNAおよ び
B-DNAの構 造(〈a、。、〉、〈b、。、〉)を 用 い て 、 そ れ ぞ れ を 束 縛 条 件 を与 え な い
状 態 で400cycleのエ ネ ル ギ ー 最 適 化 を 行 っ た もの を使 用 した 。59,
そ れ らの 初 期 座 標 に つ い て 、 まず400Kで4psの 間 分 子 動 力 学 計 算 を行
っ た。 そ の 間 、NOE束 縛 条 件 の 重 み を 、0.1psごと に0.477Kca1/mo1から
10°2倍 ず っ して 、最 終 的 に200kcal/molとな る よ うに し た 。 二 面 角 の束
縛 条 件 の 重 み は50kcal/mo1で一 定 と し た 。
さ らに 温 度 を300Kと して 、10psの 分 子 動 力 学 計 算 を 行 っ た。 その 最
後 の6psの 計 算 のtrajectoryから 、25fsご と に計240の 座 標 を抽 出 し
て 平 均 し た 。 そ の 平 均 構 造 に対 し て 、 を400cycleのエ ネ ル ギ ー 最 適 化 を
行 い 、最 終 的 な 構 造(〈armd>、<band>)を得 た 。 こ れ ら の構 造 は い ず れ も与
え た束 縛 条 件 を よ く満 た す も の で あ っ た 。
3-4計 算 法 の 改 良
筆 者 は 〈a。m。〉と 〈brmd>の二 つ の 構 造 の 、atomicroo七meandifference
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(以下rmsd)を検討 した と ころ、5.2A2で あっ た。 これ は二 つの初期構
造(<a;.i>と〈bi、i>)の間(6.5R2)よりは小 さ い ものの、依然 と して構
造 計算 中 に10calな極小 構造 が存在 して いて 、計 算結 果が初期構 造 に依 存
してい る こ とを意 味す る。 そ こで二 つ の計算結 果 を再びNOESYスペ ク ト
ル と照 ら し合 わせ て検討 した と ころ、チ ャー ト上 で はNOE相関 ピー クが全
く観 測 され な い ものの 、プ ロ トン間距 離 が3.8A以下 となって いるプ ロ ト
ンの組 み を31組見 い だ した(表13)。 筆者 は これ らのプ ロ トン間 にっ い
て 、距 離 が3。8A以 内の ときには斥力 が生 じ、3.8A以上で エネル ギーが
0と な る よ うな関数 を新 たに設 けて 、擬NOEとして 分子動力学 計算 の束縛
条 件 に加 えた。
Table13:ProtonPairsfor"PseudoNOERestraints"(seetext)
(interstrand)
GIH2'-C12H4'A5H2-T8H1'
(intrastrand)
GIH2"-G2H2'
G6H8-C7H6
T8H2'-CgH2'
T8H3'-CgH6
CgH2"-C10H1'
Cl1H6-C12H5
G2H2"-G3H2'
G6H1'-C7H1'
T8H2"-CgH1'
T8H6-CgH6
CgH2"-C10H2'
A5H2-CgH1'
G3H2"-G4H2'
C7H1'-T8H1'
T8H2"-CgH2'
CgH6-C10H6
C10H5-Cl1H5
G3H1'-C12H4'G3H4'-C12H1'
A5H2"-G6H2'
C7H1'-T8H4'
T8H2"-CgH3'
CgH5-C10H5
Cl1H1'-C12H6
A5H2-G6H1'
C7H2牌一丁8H2囓
T8H2"-CgH4'
CgH2"-C10H4'
Cl1H3'-C12H6
表13擬NOE情 報 を与 えたプ ロ トンの組
この操 作 は、前項3-1で 述 べ た[4]の 方法 の利点 を、手作業 で取 り
入 れ た もので あ る。 なぜ な ら、NOEに基 づ いたプ ロ トン間距離 に よる束縛
分子 動 力学計 算 で は、そ の原理 上二 つ のプ ロ トンがr近 い』 とい う情報 は
計算 に盛 り込 む ことがで き るが、二 つ のプ ロ トンがr遠 い』 とい う情報 は
全 く反 映 され てい ないか らで あ る。 もちろん完全緩 和行 列 を解 くとい う方
法 に比 べ て、精 度 はお よば ない ものの 、NMRで得 られ た情報 を可能 な限 り
反 映 させ る とい う観点 か ら、必 要 な操作 で あ る と考 えた。
この新 た な束縛 条件 下 、<arms>〈brma>の二つ の新 たな計算構 造 を得
た 。両者 の間のrmsdは4.OAである。計 算 の初 期構 造依 存性 を解消 す る と
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い う点 で は まだ十分 な収束 とはい えな いが、改良前 の値 に比 べて明 らかに
小 さ い。 この こ とは、筆者 の改 良法 が有 用で ある ことを示唆 してい る。 同
Initial
B-DNA
Calculated
図53
Initial
A-DNA
GA-12の構 造
Calculated
Table14:EmpiricalEnergies
(kcal/mol)
of工nitialandCa].culatedStructures。
structure Aini Armd, Bini Brmd
empiricalenergies
bond15.092
angle207.700
dihedral299.200
improper11.791
V.D.W.-31.325
electrostatic-・548.617
hydrogenbond-84.225
total-460.384
constrainenergies
dihedral-
EOE-
total-460.389
rmsdifferencefromNOE
O.452
26.630
295.278
322.140
26.124
-351.822
-584.113
-83.794
-349.556
6.375
52.871
-290.310
constraints(A2)
0.032
11.291
193.156
295.456
5.985
-397.984
-555.589
-82.101
-529.787
一529.787
0.308
25.633
・:
330.027
25.367
-376.677
-565.649
-80.491
-342 .953
6.836
52.515'
-283.02
0.032
表14 初 期 構 造 お よび 計 算 さ れ た 構 造 のempiricalenergyの内訳
・
時 に プ ロ グ ラ ムCORMAなど の完 全 緩 和 行 列 を解 く方 法 で 行 っ た詳 細 なback
calcula七ionが、 本 法 の 改 良 に役 立 つ 可 能 性 を 示 した とい え る。
図53に は 、 初 期 構 造 お よび 改 良 後 の 計 算 構 造 を 、 ま た表14に は そ れ
ら の構 造 のempiricalenergyの内 訳 を 示 した 。 束 縛 条 件 に よ る擬 エ ネ ル ギ
ー 項 を 除 い た エ ネ ル ギ ー で は 、 〈arm、'〉も 〈b。mQ>もほ ぼ 同 じ く らい安 定
で あ る 。 しか しCDス ペ ク トル(図49)か ら も示 され た よ うに 、GA-12
はB型 構 造 の バ リエ ー シ ョ ン と して の 右 巻 き構 造 を と っ て い る と考 え られ
る 。従 っ て 、筆 者 は この 構 造 をGA-12の溶 液 中 の構 造 と して 、以 下 の 議 論
を行 っ た 。
第4節 考察 とPBLM-DNAマイナー グル ーブ結合 モデ ル』の検証
ここで は、得 られ たGA-12の構 造 につ いて詳細 に検討 し、更 に第二 章で
提 出 したBLMのDNA塩基認 識機構 がGA-12の構造 において も適 用可 能か ど
うかにっ いて考 察 す る。
4-lGA-12の 構 造 の特 徴
図54はGA-12の立体構 造 と、 出発 構造 で あ る標準 的なB型 構 造〈b、。、〉
を比較 し た もの であ る。 まず最 大 の 特 徴 は、 〈brmd>では塩 基対 平面 が
duplex全体 の らせ ん軸 に対 して直交せ ず 、あ る角度 を持 って い ることで あ
る。duplex全体 として は、 らせ ん軸方 向が縮 め られ てい る。
表15に はGA-12の各塩 基 対 間 に お け る らせ んの パ ラメ ー ター を掲 げ
た。計算 の過程 で対 称 なGA-12・duplexが非対称 となってい るが、 これ は核
酸 の分子 構造 が ある程度 の 自由度 を持 って いる ことの現 われ であ る。長時
間 にわ た り分子 動 力学計算 を行 うこ と、あ るいは計算 に用 いる乱 数発生 の
r種』 を変 えて 、何 回 も計 算 を行 い平 均化 す る ことで、 よ り収束 す る もの
と考 え られ る。
中心 の5つ の塩基 対 に注 目す る と、表15か ら明 らかに なったGA-12構
造 の特 徴 は以下 の2点 であ る。
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[1]中 心 の(G6pC7):(C7pG6)ステ ップで は約5° の らせ ん の巻 き戻 し
が 、 また その 両側 の前 後2塩 基 対(G4pA5):(CgpT8)、(A5pG6):(T8p
C7)では約4～5° の らせ んの巻 き過 ぎが観 測 され た。
[2]ら せ ん の進 み(helixrise)は通 常 のB-DNAに比 べ て 、約0.5A短
い 。
こ うした特 徴 は 、プ リン塩基 が連 続 して い る部 分 で、プ リン環 同士 の塩
基 の重 な り(ス タ ッキ ング)が 増大 す るよ うな局所 構 造 を とった結果 であ
る(図54参 照)。 同時 に、G1～G4のグ アニ ン塩基 の並 び で は、Gの2位
の ア ミノ基 が マイ ナー グルー ブ側 で接触 を避 ける方 向に、静電 的 に反発 し
あ った結 果 、 らせ んの巻 き過 ぎ(overwind)が起 こって いる と考 え られ る。
反 対 に、塩基 対 を形成 す る ピ リミジ ン塩 基 同士 のス タ ッキ ング は弱 くな っ
てい る。 これ はプ リン塩基 が よ り良 くス タ ッキ ング す るこ とで補わ れて、
全体 的 に は安 定 性が増 してい る と考 え られ る。
プ リン塩基 が 連続 す る ことで、 こ うした塩基 対 間 の個 々の構 造的 な特徴
が 系統 的 に累 積 され る。 その歪 み はス タ ッキ ングの弱 いG6pC7のス テ ップ
Table15:HelicalParametersfortheCalculatedStructureofGA-12
Steplst.2nd.helixhelicalroll
base-pairbase-pairrise(A)rotation(°)
tilt
(°)
i
2
3
4
5
6
フ
8
9
10
11
Gl
G2
G3
G4
A5
G6
C7
T8
C9
C24
C23
C22
C21
T20
C19
G18
A17
G16
average
averageof5-7
StandardA-DNA
StandardB-DNA
C10:G15
C11:G14
0f1-11
G2:C23
G3:C22
G4:C21
A5:T20
G6:C19
C7:G18
T8:A17
C9:G16
C10:G15
C11:G14
C12:G13
3
3
3
3
z
2
2
3
3
3
3
629
988
664
450
815
927
::
087
518
454
094
3.319
2.874
2.56
3.37
91
36
36
36
42
30
39
41
38
33
30
5
3
8
0
4
5
2
8
3
4
8
34.3
37.6
32.7
(30.9)a
36.0
(32.7)a
6
11
-15
-6
-12
6
0
-1
-2
4
0
50
53
41
80
09
78
40
96
16
59
50
一〇.74
-1.63
0.0
(10.70)a
o.o
(-3.60)a
0
5
10
-7
6
-1
-7
-1
-4
-7
5
08
92
55
82
87
77
0z
97
14
59
36
一〇.14
1.36
0.o
o.o
aValuesforlocalhelixsystem .
表15GA-12溶 液 構 造 の らせ ん の パ ラメ ー ター
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にお いて 解消 され よ うとす る ため、 この部分 で は約5° とい うらせん の巻
き戻 しが 見 られ たので あ ろ う。
なお 、 この よ うに 同 じ塩基 が連 続 す る配 列で 、各 ス テ ップでの構造 的 な
'特 徴 が累 積 され て連続配 列 の前 後 で らせ ん構造 に大 きな変化 をもた らす例
と して は、 「曲 が るDNA」配列 と して知 られ てい るd(CGCAAAAAAGCG)の構
造 があ る。ai)
4-2BLMのDNAマ イナ ー グル ーブ結 合モ デルの検 証
図54に は、GA-12の構 造 と標準 的 なB型 構 造 〈b、。、〉のA5～T7部位 のマ
イ ナー グル ーブ側 の 図 と、G4～C7まで の各塩基 対 ステ ップの塩基の ス タ ッ
キ ング の様子 を示 した。
前項 で述 べ た よ うな構造 上 の特徴 の ため 、GA-12の中心 のG6pC7部位周
辺 では マ イナー グル ーブ の形 がか な り変 わ って いる。 すなわ ちG6pC7部位
で はマ イ ナー グルー ブが広 くな って いる ものの、 その す ぐ前後 では逆 に狭
く、ね じれ た形 に なって い る(図54A、E)。 第 二章 で構築 した筆者 の
マ イナ ー グルー ブ結合 モ デル で は、BLMのDNA結合 ドメイ ンが3な い し4
塩基 対 を覆 う形 でマ イナ ーグ ルー ブ に沿 う。 しか しGA-12のG6pC7部位 で
は 、 そ の よ う な結 合 は 立 体 的 に無 理 で あ る と考 え られ る 。 す な わ ち 、
GA-12の立体 構 造お よびBLM-DNAマイナー クルー ブ結合 モデ ルは、GA-12
がG6pC7部位 でBLMの切断 を受 けに くい とい う実験 事実 とよ く一致 す る。
さ らに筆 者 は、BLMによる二 組 の水 素結合 に よるG-C2NH、とPy-C20の認
識機 構 を提 出 した(第 二章 第3節)。BLMに よ り効 率 よく切 断され る通常
のB型 構 造 のG6pC7部位 と、GA-12のG6pC7部位 でそ れぞれ の位 置関係 を
比 較 した(図54D、H)。Dで はG6N2はC702のほ ぼ真上 に位置 して お
り、二二つ の原 子 を結ぶ ベ ク トル は らせ ん軸 と平行 で ある。一方Hで は、 ら
せ んの巻 き戻 しの ためC702の位 置 が グルー プの外側 方 向 に大 きくはずれ て
い て、二 つ の原 子 を結ぶ ベ ク トル も らせ ん軸 方 向で はな い。
G6N2HとC702の距 離 を比 較 して見 る と、標 準 的なB型 構造 で は3.10A、
GA-12の構 造 中で は2.93Aであ り、 ほ とん ど差 がな い。 しか しBLMが一 次
的 に攻 撃 す るC7H4'に着 目す る と、G6N2～C7H4'間の距離 はB型 構 造 の
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図54GA-12の 構 造 。 左 側(A-D):標準 的 なB型 構 造 。
右 側(E-H):計算 さ れ た 溶 液 構 造 。A,E:マ イ ナ ー グ ル ー ブ
B,F:(G4:C9)一(A5:T8)ステ ップ 、C,G:(A5:T8)一(G6:C7)ステ ップ 、
D,H:(G6:C7)一(C7:G6)ステ ッ プ 、 図 中 吟 はBLMの 切 断 部 位 を 示 し た 。
3.60Aに対 してGA-12では5.Z6aと、明 らかに長 くな ってい る。
以 上 の結 果 よ り、 筆者 はBLMがGA-12のG6pC7部位 に結 合 しに くいた
め 、そ こでの切 断 が起 こ りに くくなっ たもの と考え ている。 また仮 に結合
が起 こった と して も、BLMの活性 中心 であ る配位 子部位 がラジカルに よる
プ ロ トン引 き抜 きに適 当 な距離 または方 向を もった 、P正 しい』位置 に く
る とは考 えに くい。従 ってBLMはC7H4'での切断反 応 を起 こ しに くい もの
と考 え られ る 。
他 方 、BLMによって本来 よ りも切断 を受 けや す くな って いるG4pA5にっ
いて は ど うで あ ろ うか?筆 者 は こ こで、 アデニ ンの3位 の窒素 に着 目し
た。A-N3はマ イ ナー グル ーブ結合 性薬物 との相互作 用においてよい水素結
合 アクセ プ ター であ るこ とが知 られて いる。53-57)筆者 は、Py-02の代わ
りにA-N3が水 素結合 に関与 す るこ とに よ り、BLMがDNAのGpA部位 とも結
合 する こ とが 可能 であ ると考 えて い る。実際、計算 によ り得 られ たGA-12
の 溶液構 造 で は、図54Fの ようにA5N3が通常 のB型DNAG6pC7部位のC7
02に替 わ りうる位 置 に きて いる ことがわかる。その相対的 な位置 関係 は、
GA-12のG6pC7部位 に比 べて 、BLMによる認識 によ り適 して いる と考 えら
れ る(図54F、H)。 しか しBの よ うに、通常 のB型DNAで はG4N2がA5
N3の完 全 に真 上 に位 置 して い るに もかかわ らず 、切 断はGpC部位 よりも起
こ りに くい。 これ は、Py-02とA-N3では不対電子の方 向……あるいは形成
され る水素結 合 の方 向が、異 な っているため と考 えている。
以 上 の よ うに、第二章 で構築 したBLMのDNA塩基 認識機構 およびマイナ
ー グル ーブ結 合 モデル は、一般 的 なBLMのDNA切断 にお ける性質 を説明で
きるば か りで な く、GA-12のよ うな特異 な配列 におけ る立 体環境の異常 に
も適用 可能 で あ る ことが示 され た。 同時 に、筆者 の提 出 したモデルが正 し
い こ とが検 証 され た。
m3ポ リプ リンーポ リピ リミジ ン接合部 を有す るDNAの構造
CDおよびNMRによる構造 研究 の結果 、GA-12に見 出 され たB型 らせんの
バ リエ ー シ ョン としての特異 な構造 は、BLMの塩基 認識を変化 させ ること
が明 らか にな っ た。CDスペ ク トル のパ ター ンの よい一致 か ら、GA'-12にお
・,
い て も同 様 の 議 論 が 可 能 で あ る。
片平 、 京 極 らの グ ル ー プ は 、NMRに よ っ て解 析 し たd(GGAAATTTCC)、74)
d(GGGGCCCC)72)のDNAに含 ま れ る い くつ か のC残 基 の デ オ キ シ リボー ス
が 、04'-endoをとっ て い る こ とを 報 告 して い る 。 これ らのDNAが いずれ も
ポ リプ リン ー ポ リ ピ リ ミジ ン接 合 部 を有 す る配 列 で あ る こ と は非 常 に興 味
深 い。 さ らに 同 じグ ル ー プ の児 嶋 は 、 酵母 のgalactose代謝 系 オ ペ ロンの
プ ロモ ー ター 領 域 に 含 まれ る転 写 調 節 因子GAL4の結 合 す る配 列(UAS。)を含
む17merDNAに っ い て 研 究 して い る 。UAS。[d(CGGAAGACTCTCCTCCG):
d(CGGAGGAGAGTCTTCCG)]にも 、 ポ リプ リ ンー ポ リピ リミジ ン接 合 配 列 が含
まれ て い る 。完 全 な帰 属 お よび 立 体 構 造 の計 算 に は至 っ て い な い もの の ,
UAS。の2D一お よ び3D-NMRの解 析 か らは 、そ の接 合 部 周 辺 で少 な く とも一 っ
のC残 基 が04'-endoのコ ンボ メ ー シ ョン を とっ て い る こ とが 示 唆 されて い
る 。92}
筆 者 は こ れ ら の 報 告 お よ び 筆 者 の 得 たNMRの デ ー タ を考 え あ わ せ て 、
『ポ リブ リン ー ポ リピ リ ミジ ン接 合 部 を持 つDNA配 列 は 、 そ の 接 合部 付 近
でC残 基 の デ オ キ シ リボ フ ラ ノー ス環 が 、04'-endoのコ ンポ メ ー シ ョンを
と りや す くな る と い う一 般 的 傾 向 が あ る 』 とい う仮 説 を立 て た 。一 概 に ポ
リプ リン ー ポ リピ リ ミジ ン接 合 部 とい っ た と こ ろで 、立 体 構 造 が 同 じ とい
うわ け で は な い 。G:C塩 基 対 とA:丁塩 基 対 の 組 み あ わ せ に応 じて 、 その 立
体 構 造 は そ れ ぞれ の 配 列 に特 徴 的 な バ リエ ー シ ョ ン を示 す もの と考 え られ
る 。 しか し こ う した ポ リプ リ ンー ポ リピ リミ ジ ン接 合部 が 、DNAの 構 造 中
に 局所 的 な特 異 性 を もた らす とい う こ とは 、 遺 伝 子 の機 能 の発 現 調 節 に 、
な ん らか の 重 要 な 役 割 を果 し て い る可 能 性 が あ る。
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結 論
1.ブ レオ マ イ シ ン(BLM)のDNA結合 様 式 を解 明 した。
A.DNAオ リゴ マ ー:d(CCCCAGCTGGGG)(GC-12),d(CCACCTAGGTGG)
(GT-12)はBLMとた だ1カ 所 で 特 異 的 に相 互 作 用 す る。
B.BLM-Ni2+とDNAの 結 合 定 数 は4.o×105M-1で あ る。
C.BLMは イ ン ター カ レー タ ー で は な く、 マ イ ナー グル ーブ 結 合性 薬
物 で あ る 。
2.BLMのDNA塩 基 認 識 機 構 を解 明 した 。
A.BLMは2組 の 水 素 結 合 、 す なわ ち
(1)ビ チ ア ゾ ー ル環 のN3/N3'とG-C2NH、と の 間 の 水 素 結 合 でG塩 基
を 、 ま た
(2)ブ チ ル グ アニ ジニ ウ ム基 の δNHとピ リ ミジ ンーC20との間 の水 素 結
合 で ピ リミ ジ ン塩 基 を 、
そ れ ぞ れ 認 識 して 結 合 して い る 。
B.BLMはDNAに 結 合 して い る と き 、 ス レオ ニ ン～ メチ ル吉 草 酸 の部
位 で 折 れ 曲 が り構 造(U-Form)をと っ て い る。
C.BLM-DNA複 合 体 の マ イ ナ ー グ ル ー ブ結 合 モ デ ル を構 築 した 。
3.BLM-DNAマイ ナ ー グ ル ー ブ 結 合 モ デ ル を検 証 した。
A.BLMに よ り異 常 な 切 断 を受 け るDNAオ リゴマ ー:d(GGGGAGCTCC-
CC)(GA-12)の溶液 中 の 立 体 構 造 を 、NMRの 構 造 情報 に基 づ い た束
縛 分 子 動 力 学 計算 に よ り決 定 し た。GA-12は分 子 中央 で マ イナ ー
グ ル ー ブ が 拡 が った 歪 ん だB型 構 造 を して い る。
B.得 ら れ たGA-12の立 体 構 造 と筆 者 の 結 合 モ デ ル は、GA-12の異 常
な切 断 性 を矛 盾 な く説 明 す る 。
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・ 実 験 の 部
一般 的手 法
1.溶 媒 お よび試薬
通 常 の カ ラム クロマ トグ ラフ ィー や抽 出操作 な どに用 い る溶 媒(ア セ トニ トリ
ル 、 アセ トン、エー テル 、エ タノー ル、 ジ クロロメ タ ン、酢 酸エ チル 、メ タノー
ル 、テ トラ ヒ ドロフラ ン(TT-IF))は、それ ぞれ特級 の試薬 を用 いた。
無 水反応 に用 いるアセ トニ トリル は 、CaH、を加 えて一晩還流 し、使用す る直前 に
に蒸 留 した。無水反応 に用い るジ クロロメタ ンは、CaH、を加 えて一晩還流 し、蒸留
した。 モ レキュラー シープ(4A)を入 れ て保存 した。 またピ リジ ンは、KOHを加 えて
一 晩還流 し、蒸留 した。モ レキ ュラー シー プ(4A)を入れて保存 した。
TLCはDC-FertiglattenKieselgel60F254(MERCK)を用 いて 、特別の場合 を除
いて クロ ロホル ムーメ タノール(10:1,v/v)によ り展開 した。 ヌク レオチ ドあ るい
は ヌク レオ シ ドのスポ ッ トは 、水銀 紫外線 ランプ(254㎜)によ り検 出 した後、10%
硫酸(v/v)を噴霧 して、 ジメ トキ シ トリチル基の有無 を確認 し、更 に過熱 して糖 の
有無 を確 認 した。
カ ラム クロマ トグ ラフ ィー は、担体 にKieselgel60,60H(MERCK)を場合 に よ り
使 い分 け た。溶 出は特 別の場合 を除 き クロロホル ム中のメタノール濃度 を1～10%
まで段 階的 に増 加させ るこ とに よ り行 った。
7M尿 素 入 り20%ポリアク リル ア ミ ドゲル電気 泳動(PAGE)は、あ らか じめ40%
アク リル ア ミ ド:ビ ス メチ レンアク リル ア ミ ド(29:1)溶液20mlに5×TBE緩 衝液
8mlを加 えて、尿素28gをよ くとか したもの に、過 硫酸 アンモニ ウム少量 、TEMED
20μ1を加 えて、20cm×20cmの ゲル(ゲ ル厚1㎜)を 作成 した ものを、定 電圧
(300～400V)で泳動 した。電源 に はマ リソルパ ワーサプ ライKS-7510および相
当品 を用 い た 。泳 動 バ ッフ ァー は1×TBE緩 衝 液(0.09MTris-borate、4mM
EDTA、pH8.5)を使用 した。
2.ブ レオマイ シ ン
本 実験 で用 い たBLMは、 すべ て単離 されHPLC等にて高度 に精製 され た脱 銅体 の
BLM-B2(2塩酸塩)で あ り、 日本化薬 よ り供与 された ものであ る。
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3.DNAの 合 成
本 実 験 で 用 い たDNAは 、 全 て5'-dimethoxytrityl-N'-protected-nucleoside-
3La-cyanoethyl-N,N-diisopropylphosphoramidite(1a～1d)(以下 ヌ ク レオ シ
ド亜 リン酸 ア ミ ド体 と略 す)を 縮 合 ユ ニ ッ トに用 い た 、固 相 リン酸 ア ミダ イ ト法 に
より、合成 した。以下にDNA、お よび主な中間体の合成法を簡単に示す。
卿 コ ゜Base
CN卿 翌N」＼
人
Base=N4-benzoyladenineユa
=N2-isobutylylguanineユb
=N4-benzoylcytosine
=Thymineユd
CNCHZCH2。一♂ ㈹22
N(i-Pr)2
3.1亜 リン酸 化 剤(β 一cyanoeth1-N,N,N',N'-tetraisoproylphoshor一
diamidi七e(2)の合成
蒸 留 した三 塩化 リン(2.Omol,175ml)をアセ トニ トリル(200m1)に溶か し、 ナ
ス コルベ ン中で撹拌 しなが ら2一 シア ノエ タノール(0.4mol,27m1)を滴下 して室
温で30分 撹 拌す る。そのの ち未反 応 の過剰 の三 塩化 リンを アス ピレーター減 圧下
エバ ボ レー ターで留去 した。 アメ状 の 白色残渣 を真空 ポ ンプ減 圧下エ ヴァボ レー タ
ーで濃縮 した。油状残渣(ほ ぼ純粋 なCNCHzCHaOPC1、)にエ ーテル(300m1)を加 え
て一10°Cでジイ ソプ ロ ピル ア ミンを滴下 した。滴 下後 、ゆっ く りと室温 に戻 し、一
晩撹拌 をつづ け た。 その後0°Cで400mlの飽和重 曹水 を加 えて有機層 を分液 し、水
層 を250mlのジクロロメタ ンで抽 出 した。有機層 を合わせて硫酸 マグネ シ ウムで乾
燥 させ 、溶 媒 を留 去 した。 油 状 の 残 渣 に 、CaH21gを加 え て減圧 蒸留 を行 った
(bp.148-152°C,4-5mmHg)。得 られ た本 留 をも う一度減 圧蒸留 を行 い、約20m1
の ② を得 た。収 率:約30%(分 子量:301.4)bp.105-107°C(0.4㎜Hg)
31PNMR:123.2ppm(CDC13)
3.2Diisopropylammoniumtetrazolide(3)の 合 成
テ トラゾー ルlg(14.2mmol)をアセ トニ トリル(25ml)に溶か し、氷冷下撹拌
しジイ ソプ ロ ピル アミ ン(2.38ml,17mmol)を滴下後 、15分 間撹拌 した。析 出
..
して きた結 晶 を濾取 し、減圧下乾燥 させ て、2.2g(12.9mmol)を得た。
収 率:92%(分 子量:171.19)
3.3ヌ ク レオ シ ド亜 リン酸 ア ミ ド体(1a～1d)の合成
保護 したヌ ク レオ シ ド(1mmol)を無水 の ピ リジ ン(2ml)に溶か して、真空 ポ ンプ
(～5mmHg)で減圧留 去 した(ピ リジ ン共沸)。 ピ リジン共沸 は2～3回 行 った。
残渣 を窒 素 ガス気流下 、(3)(86mg,0.5mmo1)を加 えて無水の ジクロロメ タ ンで
完全 に溶 か した。亜 リン酸化剤(2)(361mg,381μ1,1.2㎜01)をシ リンジで滴下
し、室温 で30分 間振 とう撹拌 した。反 応 をTLC(展開溶媒 は酢酸エチル/ト リエ
チル ア ミ ン3%、v/v)で確認 した。反応 混合物 に ジクロロメ タ ンを30ml加え、等
量 の飽和 重曹水 で2回 、水 で2回 それ ぞれ有機層 を分液洗浄 した。有機層 を硫酸マ
グネ シウ ムで乾 燥 させ 、溶媒 を留去 した。カ ラム クロマ トグラム(平 衡化溶媒 およ
び移 動相 は酢酸 エチ ル/ト リエチ ル ア ミン(3%,v/v))で短 時 間で溶 出、精 製 し
た(フ ラ ッシ ュカ ラム)。 目的物 のみ を含 む分画 を集めて溶媒 を留去 し、アメ状の
残 渣 をさ らに真 空 ポ ンプで減圧乾燥 した。-20°Cで保存 した。
dA,dC,dT誘導 体(la,lc,1d)の平均 収率 が90%であ るの に対 して、dG誘導体
(1b)は65%前後で あった。
3.4オ リゴヌ クレオチ ドの合 成(縮 合10μmolス ケー ル)
[試薬]ヌ ク レオ シ ド化CPG10μmol
O.2Mテ トラゾー ル/ア セ トニ トリル溶液2m1/サ イ クル
無水 酢酸0.2ml/サ イ クル
0.1MDMAP/ピリジ ン溶 液1.8m1/サ イ クル
ヨウ素溶液(0.5Mヨ ウ素/(THF一ルチ ジンー水=8:1:1)
2ml/サ イ クル
TCA溶液(3%ト リク ロロ酢 酸/ジ クロロメタ ン)
15ml/サイ クル
亜 リン酸 ア ミダイ ト体(1)70μmol(50-60mg)/サ イ クル
[縮合の流れ]
縮合は、グラスフィルター上のヌクレオシ ド化CPGに たいして、以下の4つ の
操作を繰 り返す ことによって、DNAの 鎖長 を3'側 か ら一残基ずつ伸長すること
によ り行 なった。
100
操作 試薬及び条件
[IJ 5'保護基の脱保護(脱 トリチル) TCA溶液15ml3分 間
[2] 縮合 亜 リン酸アミダイ ト体7等 量
テ トラゾール30等 量
3分間
(3] 未反応の水酸基の保護(キ ャッピング) 無 水 酢 酸0.2ml
DiNAP溶液1.8m11分 間
[4] 酸化 ヨウ素 溶液2ml1分 間
[各操作の説明]
ヌクレオシ ド化CPGの 準備
1)ヌクレオシ ド化CPG(以 下、単 に樹脂 と呼ぶ)を縮合用グラスフィルター上
で、DMAP7g液1.8ml、無水酢酸0.2mlに懸濁 し、1分 後、加圧 して液を排出
した。
2)樹 脂をアセ トニ トリル2m1で、3回 洗浄する。すなわちピペ ットで溶媒 を加
え、樹脂を数秒間懸濁させ、加圧 して液を排出する。この操作を3回行なう。
なお この操作は、固相合成法における基本的な操作であるので、以下の説明で
は単に 「洗浄する」と書 く。
Q
以下の[脱 トリチル]→[縮 合]→[キ ャ ッピング]→[酸 化]の 一連の操作
を、鎖長マイナス1回 の間繰 り返す ことにより、鎖長の延長を行った。
[脱トリチル]
1)樹脂 をジクロロメタン2mlで3回洗浄する。
2)樹脂 にTCA溶液2m1を加え、30秒 間よく懸濁 して、液を排出する。液は脱保
護された トリチルの赤色を呈する。この操作を赤い色が出なくなるまで繰 り返
す。
3)樹脂 をジクロロメタン、 ピリジン、アセ トニ トリルで順次洗浄する。
[縮合]
1)無水 アセ トニ トリル10mlで樹脂 をよく洗浄する。
2)4分 間窒素ガスを送 って、樹脂 を乾燥させる。
3)亜 リン酸アミダイ ト体を固体のまま加えて、更に3分闇窒素ガスを送る。
1'01
4)テ トラゾール溶液1.5mlを樹脂 に加 え、3分 間振 と うす る。
5)液 を排 出 して、樹脂 をアセ トニ トリル で洗浄す る。
[キャッピング]
1)樹 脂 に無水酢酸0.2ml、DMAP溶液1.8mlを加 えて、1分 間懸濁す る。液 を排 出
す る。
2)樹 脂 を アセ トニ トリルで洗浄 す る。
[酸化]
〔
」
1)樹 脂 に ヨウ素溶 液2mlを加 えて、1分 間懸濁す る。液 を排 出する。
2)樹 脂 を アセ トニ トリルで 、 よく洗浄 する。
後処理
1)樹 脂 をエー テル で洗浄 し窒素 ガス気流下 で乾燥 させ る0
4.DNAの脱保護 と精製
4.1樹 脂 か らの切 り出 しと、 アミノ基 お よび リン酸の脱保護
乾燥 させ た縮合後 の樹 脂 を、 ピ リジ ン(2ml)、濃 ア ンモニ ア水(8ml)に懸濁 を加
え て、湯浴 で55°C,3h以 上放置 した。綿 栓濾過 で樹脂 を除 き、濾液 を等量 の酢
酸エ チルで2回 洗浄 し、水層 を濃縮 した。
4.2C-18逆 相 オープ ンカ ラムに よる 製
カラム(φ10㎜x120mm,C-18シ リカゲル,Waters,55-105μ)
溶媒A液5%ア セ トニ トリル,50mMTEAR緩衝液(pH7.0)
B液40%ア セ トニ トリル,50mMTEAA緩衝液(pH7.0)
カラムを 、予 めA液 で平衡化 してお き、DNAを3m1のA液 に溶 か してカラムにア
プ ライ した。A,B液 それぞれ80mlの 直線 濃度勾配 で溶 出 した。後 ろに溶 出され
た ピー クを集 めて、溶媒 を留去 し水 で ア ミン臭が無 くなる まで共沸 した。
4.35'水 酸基 の脱保 護
DNAに30ml80%酢 酸 を加 えて、30分 室温 に放置 した。溶媒 を留去 して 、共
沸 し、残渣 を少量 の水 に よ く溶 か して数mlのエー テル で洗浄 した。こ こでHPLCによ
る分 析 を行 って 、 この後 の精製 の戦 略 を決め る。 ほ とん どの場合 は 、 この 時点 で
95%以 上 の純度 のDNAが得 られ るの で、 この後 は簡単 な脱塩 の操作 のみで物理化
学 的 な実験 に用 いる ことので きるサ ンプル が用意で きた。
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4.4脱 塩 をかね たイ オン交 換 に よる精 製
カ ラム(φ35㎜x40㎜,WhatmanDEAEセル ロースDE-23,HCOa一型)
溶 媒A液0.2MTEAB緩 衝 液(pH7.5),10%アセ トニ トリル
B液0.9MTEAB緩 衝 液(pH7.5),10%アセ トニ トリル
カ ラムを水 で平衡 化 してお き、DNAをアプ ライ して水500m1で洗浄 した。その後
A,B液 をそ れぞれ100ml用いた直線濃度 勾配 でDNAを溶 出 した。メイ ンピー クを
集 め て、必 要 に応 じてHPLCで各 フ ラク シ ョンの純度 を確認 した。十 分 な純度 の フラ
クシ ョンのみ を集め て、溶 媒 を留去 した。TEAをエ タノー ルで共 沸 し除去 した。
4.5ゲ ル 濾過(脱 塩)
カ ラム(φ20㎜x80cm,SephadexG-10などの排除分子量 が1万 程度の もの)
ゲ ル濾過 のカ ラムを水 で平衡化 してお き、DNAを0.5mlの水 に溶 か して アプ ライ
し、水 で溶 出 した。
4.6カ ウンター イオ ンの交換(3段 カ ラム)
カ ラム 上 段DOWEX50W-X2,mesh100-200,ピリジニ ウム型(2ml)
中段 〃 〃Na'型(2ml)
下 段BioradChelex100,mesh100-200,Na+型(2ml)
カ ラムは予 め20m1程度 の水 で よ く洗 って お く。DNAを0.5mlの水 に溶か して、カ
ラムに アプ ライ し、水 で溶 出 した。DNAは最 初の10m1に95%以上が溶 出され る。UV
で定 量 して 、濃縮 した。
4.7HPLCに よるDNAの純度 の確 認
DNAの純度 は、C18HPLCまたは陰 イ オ ン交 換HPLCによ り分析 した。
逆 相C18HPLCは0.1MTEAR緩衝 液(pH7.0)中で 、 アセ トニ トリル濃 度9%か ら
14%または15%(v/v)、30分の直線 濃度勾 配で 、流速0.7ml/minで分析 した。
陰イ オ ン交換HPLCは20%アセ トニ トリル(v/v)中、ギ酸 ア ンモニ ウム濃度0.2M
か ら0.8M、30分 の直線濃度 勾配 で 、流速0.5ml/minで分析 した。
いずれ の場 合 もピー クは254nmの紫 外部吸 収で観 測 した。 また、カ ラム中での高
次構 造形成 に よる ピー クの多型 を防 ぐため 、逆相C18HPLCはカラム ヒーターによ り
カ ラムを50℃に過熱 して分析 した。
4.8DNAの 分子 吸光係数(ε)の 決定
以 上 の様 に して、合成 、精製 したDNAオ リゴマ ーの260nmの分子 吸 光係 数 を、
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NucleaseP1(ヤマサ)ま たはVenomphosphodeiesterase(べ一 リンガー)に よる
完全分 解 に よって決定 した。
GC-12:107400,AT-12106700,GT-12958000
/GA-12:107300。GA'-12につ いて は決定 していない。
5.分 析機 器
UVペク トル は、 日本分 光UVIDEC-610C型分 光光度計 あ るいは島津UV-2100型分光
光度 計 を用 いて測 定 した。CDスペ ク トル は、 日本分光J-500A型分光 計 を用 いて測定
を行 った。NMRスペ ク トルは 、 日本 電子GX500型パル ス フー リエ核 磁気 共鳴装 置
(500MHzforIHand202皿zfor31P)を用 いて測 定 した。デー タ処理 は付属の
DEC11/2332bitMicro-processorおよびプ ロ グラムPLEXUS(Ver.1.5)を使 用 し
た。蛍 光 スペ ク トル は 日立 のMPF-4A蛍光光度 計 を用いて測定 した。
HPLCはGILSONのMODEL302およびTOSOのSP2800型HPLCシス テム を使用 した。 カ
ラム は、逆 相C18シ リカゲルカ ラ ム として、 Φ8mm×250㎜のカ ラム管 にNagel社
のNucleosilC18(5μ)を充 填 した もの 、 陰 イ オ ン交 換 カ ラ ム と してTOSOの
TSK-gelDEAE2SW(Φ5mm×300mm)をそれぞれ使 用 した。
6.BLMに よる切 断実験
オ リゴDNAの5'末端 に31Pリ ン酸 をT4polynucleotidkinase(NewEngland
Biolabs)、Y-31P-ATPを用 い て導 入 し た。過 剰 の γ一31P-ATPは逆 相C18カ ラム
(Wa七ers,SEP-PAK)で除去 した。
5量標識DNA(50μM)およびBLM-Fez+(50μM)を10醐リン酸緩衝液(pH7.1)に溶
か して 、最終濃 度0.2mMのH、0、を加 えた。反応 は0℃ 、15分 である。その後 、等
量 の10mMEDTAを加 えて反応 を止 め コンセ ン トレー ターで乾 固 した。
7M尿 素入 り20%PAGEで分析 し、ス ポ ッ トを液体 シ ンチ レーシ ョンカ ウンター
(AlokaLS-621)で定量 した。
7.NMR測定 の一般 的手 法
7.1㎜ サ ンプ ルの調製
DNAはあ らか じめ必 要量 の緩 衝L液(0.1MNaCl,IOmMSodiumPhosphateBuffer
(pH6.8))を加 えて 凍 結乾 燥 した もの を、 軽水(H20-D20、9:1v/vまたは8;1
v/v)ある いは重 水(99.98%D、0)に溶 か して用い る。但 し重水 中で測 定する場 合は
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サ ンプル をD、0で何回か凍結乾燥 して 、交 換性 プ ロ トンをすべ てDに 置換 しておい
た ものを用 いた。
ただ し、BLM及びBLM一金属複合 体、 お よび滴定実験 のサ ンプル は リン酸バ ッフ ァ
ー を用いず 、水 か ら凍結乾燥 した もの を軽 水及 び重水 に溶 か した。 その後、NaOD及
びDCIの希薄溶液 を用 いて、目的のpHに 調製 した。
7.2'H-NMRスペ ク トル
5mmのプ ロ トン専 用 プ ロー ブ を用 いて、通 常の シ ングルパル ス を用 いて測 定 し
た 。パ ルス幅 は6.0μs(60°)、デ ジタル分解能 は0.6Hzである。化学 シフ トは、
tBuODを内部標準(1.23ppm)として用 いた。
イ ミノプ ロ トンの測定 はSS1-1パル ス29)を使用 して 、H20のシグナルか ら約
5000Hz低磁場側 を中心 に励起 して、H20の信号 を抑制 した。
7.331P-NMRス ペ ク トル
31P-NMRの測定 は5㎜ の リン専 用プ ローブ を用 いて 、プ ロ トン側完全デカ ップ リ
ングに於 け るシ ングルパルス を用 いた。 用い たパル ス幅 は約6.Ous(60°)である。
リンの化学 シフ トはTrimethylPhosphate(5%inEtOH)をガ ラス キャピラ リー 中に
封 管 して、外部標準(0.Oppm)にして表示 した。
7.42次 元NMRの測定
2次 元NMRの測定 は、すべ てPLEXUSに標 準仕様 の純 吸収 モー ドパ ル スで行 な っ
た(S七a七es,eta1.)。93)観測 ポイ ン トは2048(F2)×256(F1)ポイ ン トで、 い
ず れの スペ ク トル も最 低80回以上 の積 算 を行 った。
軽 水中 でのD〔iF-COSYは、D㎜ パルス に よ りH20シグナル を選択 飽和 して、サ フ゜
レ ッシ ョンを行 っている。2D-HOHAHAの測 定に は、 ス ピンロ ッキングにMLEV-17パ
ル ス トレイ ンを出力約2Wで用 いた。94)
全 ての2次 元デー タは、F1側の カ ラムポイ ン トを4倍 にzerofillingしたの ち
フー リエ変換 を行 った(2048×1024ポイ ン ト)。 ウイン ドウ関数 は、DQFでは両
側 と もExponentia1関数 を用 いた。NOESY、HOHAHA、2D-INEPTでは両 者 にそ れぞ
れ 、若干 シ フ トさせ たGaussian関数 の ウイ ン ドウを用 いた。
8.NMRに よるDNAの一般 的帰属法(連 鎖帰属 法)54a,73)
DNAのプ ロ トンシグナルはNOE(nuclearOverhausereffec七)を利用 した"連 鎖
厂 丶＼1
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帰 属法(sequentialassignment)"によ り帰属す る ことが で きる(図55)。 この
方 法 は、DNAの 構造 を巧み に利 用 したみご とな帰属方法 であるが、以下 その概 略
を述べ る。
8.1交 換性 プ ロ トン(exchangeableprotons)
は じめ に、イ ミノお よび ア ミノプ ロ トンシグナル の帰属方法 につ いて説 明す る。
イ ミノブ ロ トンの帰属 は、先 に述 べた様 にNOEを利 用す る。
まず塩 基対 内のNOEから、 そのイ ミノプ ロ トンがA:T,G:C塩基対 の どちらに由
来 す る ものか を区別 す る。Tの イ ミノプ ロ トンは、近接 したA-H2プロ トンとの 強い
NOEが観察 され る(図11参 照)。Gの イ ミノプ ロ トンではC-C4NH、プ ロ トン との
ブ ロー ドな二本一組 のNOEが観察 され る。通 常、A-C4NH、とG-C2NH、の アミノ基 プ
ロ トンは溶媒 との交 換が速 いため観測/帰 属で きない。 冖
以上 の よ うに してA:T対,G:C対 の区別 を した後 、隣 り合 った塩基対 間の(イ
ミノ)一(イ ミノ)プ ロ トン間、 あるいは(イ ミノ)一(A-H2)プロ トン闇のNOEを
連 続 的に追跡 して、それ らが どの様 な順 番で並 んでいるか を決定 する。
8。2非 交換1生プ ロ トン(nonexchangeableprotons)の帰属
次 に、C-Hプロ トンの帰属方 法 につ いて説 明する(こ れ らのプ ロ トンは非交 換性
プ ロ トン(nonexchangeableprotons)と呼ばれ る 。
DNAは 、図55に 示す様 に、 デオキ シヌク レオ シ ド残 基が リン酸 ジエステル結
合 に よ りつ ながれ た構造 を持 って いる。そ こで帰属 は、 この ヌクレオ シ ド残基 内の
プ ロ トンシグナルの組み を同定 し、それぞれ の残基 がDNA鎖上で どの ような順 番で
並 んで いるかを決め る(sequentialassignment)と言 う手 順 をとる。
ヌ クレオ シ ド残基内 の糖部 プ ロ トンは、Hr-H2ソ}i2"-H3'-H4'-H5'/H5"と、すべ
て ス ピン結合 に よ り結 ばれ てい るので、ス ピ ン結合 による相関 を示すCOSYス ペ
ク トルで 同定 で きる。 しか し、 このヌ ク レオ シ ド残 基間に は リン酸基が存在 し、
プ ロ トンの ス ピン結合 のネ ッ トワー クが途切 れて しま うため、隣接 した残 基 間の
NOEを利用 した シーケ ンシ ャル な帰属 法が一般 に用 いられて いる。54a'73)
この方法 では、DNAが 右 巻二重 らせん構造 を とる時、塩基部プ ロ トン(H8/H6)
が 同 じ残基(n)の糖部H1',H2'/H2"及び5'側 残 基(n-1)のH1',H2'/H2"と近
接 する こ とを利用す る(図55)。 この塩基部 と糖 部プ ロ トン間の残基間のNOEに
よる配 列 に沿 ったつ なが り(sequentialNOEconnectivity)から、残基の並 び を知
る ことがで きる。以上 のよ うに、非交換性 プ ロ トン(nonexchangeableprotons)シ
グ ナル は、高 次構造 を利用 したNOE情 報(NOESY)にス ピン結 合情報(COSY)を組み
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B:塩 基対 内NOE
C:塩 基対間NOE
図55SequentialNOEの道 筋 とイ ミノブ ロ トンシグナル のNOE
合わせ ることにより帰属 した。
帰属の結果は、本文中の表(表3、 表6、 表9)に それぞれ示 した。
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1.CDに よる滴 定実験
GC-12およびAT-12:20nmolをそれ ぞ れ緩 衝液(0.1MNaC1,10mMTris-HC1(pH
7.5))3mlに溶解 した。ス ピ ッツご と熱湯 につ け一 晩か けて放冷 した ものを、光路
長10mmのセル で測定 しなが ら、BLM-Niz+の溶液(4mM)で滴定 した。
GC-12とBLM-Ni2+の結合定 数 は、260nmでの[θ]値 の変化 をBLM濃度 に対 して
10?
プ ロ ッ トして、非線形最 小二乗 法 によるカー ブフ ィ ッテ ィングによ り求め た。
ら2
.蛍 光 に よる滴定実験
BLM一金 属錯体6.7nmolを前 述の緩衝液2mlに溶 か したもの を光路長10㎜の四面
研 磨無蛍 光 セルで測定 した。
DNAは予 め4mMに調製 し、一 晩か けて上 記 同様 アニー リング したものを用 いて滴
定 実験 を行 った。そ の際 蛍光 は励 起光 の波長 を300nmとして シャ ッター を開 けた直
後 の350nmの蛍 光強度 を記 録 した。 シ ャッター を閉 じてか ら次の測定 を行な うまで
に最低5分 の間隔 を置 いて、蛍光 の飽和 現象 に留意 した。
3.GC-12のNMRに よる滴定実験
GC-121μmo1を0.1MNaC1400μ1を加 えて凍 結乾 燥 し、 その後400μ1の
H、0-D20(8:2,v/v)を加 えてNMRサンプルチ ュー ブ内でpHを7.2に合わせた 。その
後 アニー リングを行 い、5㎜ の リン専 用 ブ ロー ブ中で10℃で滴定 を行 った。BLM一金
属錯体 は、0.5μmo1を予 め凍結乾 燥 した後 、48μ1のH、0-D、0(8:2,v/v)に溶 か
して滴 定 に用 いた。測定 は先述 した方法 で リンを観 測 し、次 にイ ミノブ ロ トンのシ
グナル をSS1-1パル スで観測 した。
pHはBLM一金属 錯体 を加 え る度 に、NaOD、DCIの希 薄溶 液 で中性付 近(pH6.9～
7.2)に コ ン トロー ル した。
4.GC-12・BLM-Niz+複合体の2次 元NMR
GC-121μmo1を0.1MNaC1400μ1を加 えて凍 結乾 燥 し、 その後200μ1の
99.96%D20に溶 解 した。BLM-Ni2+は1μmolを凍結 乾燥 した後 、99.96%D、0
100μ1に 溶解 してpHを7.2に合 わせ 、NMRサ ンプル チ ューブ 中のDNAに加 えた
後 、pHを確認 した。pHを7.2に調整 した後D20を加 えて容量 を400μ1と した。
このサ ンプル を、30℃で混合時 間250msのNOESYおよびDQF-COSY(いずれ も純 吸
収 モー ド)を 測 定 した。
5.GT-12のNMRに よる滴 定実験
GT-121.0μmo1を0.1MNaCl400μ1を加 えて凍結乾 噪 し、そ の後400μ1
のHzO-DzO(9:1,v/v)または99.98%D、0に溶解 して、NMRサンプル チュー ブ内で
pHを6.8に合わ せ た。そ の後 アニ ー リングを行 い、5㎜ の高 感度プ ロ トン専用 プロ
ー ブ中 で10℃で滴 定 を行 った。BLM-VO3+は、1.2μmo1を予 め凍結 乾燥 した後、
1・
48μ1のH、0-DzO(9:1,v/v)または99.98%D、0に溶か して滴定に用 いた。イ ミノ
プ ロ トンの測定 はSS1-1パルス で観 測 した。塩 基部プ ロ トンお よびメチル プロ トン
はD、0中で通常 の シングルパル スを もちいて観 測 したが、滴定 にともない増大す る
HODのプ ロ トンシグナル をホモ ゲー ト照射 によ り抑制 した。
pHはBLM一金属錯 体 を加 える度 に、NaOD、DCIの希薄溶液でpH6。7～6.9の範囲 内
に調整 した。
第二章 の実験
1.BLM-VO3+の非 交換 性プ ロ トンの帰属
BLM-VO3+(2μmol)を凍結乾燥 して、0.1MNaCl/99.98%D、0400u1に溶解 し
て 、pH6.8に調整 した。DQF-COSY、お よび2D-HOHAHA(MLEV-17,混合時闇80ms,
30ms)を30℃と15℃で測定 して、それ ぞれのス ピン系 を明 らか に し、Akkermanらの
文献(23,49)に従 い帰 属 を行 った。
2.BLM-VO3+の交 換1生プ ロ トンの帰属
BLM-VO3+(2μmol)を凍結乾燥 して、0.1MNaGl/H、0-D、0(9:1,v/v)400μ1
に溶解 して 、pH6.8に調整 した。溶媒信号 をDANTEで抑制 したDQF-COSYを30℃で測
定 して先 に決定 した非 交換 性プロ トンとの相関か らい くつかのNHは帰属できたが、
照射 に よ り信号 強度が小 さ くな り、帰属 で きない もの もあった。それ らは観測パル
ス に1-1echoを用 いたNOESYを15℃で測 定 し、隣接す る非交換 性プ ロ トンとのNOE
よ り決 定 した。
3.BLM-VO3+のGT-12による滴定 実験
BLM-Vo3+(1.0μmol)を0.1MNaCl/H20-D20(9:1,v/v)400μ1に溶解 して 、
pH6.8に調整 した。GT-12(1.5μmol)を一度99%D20(100μ1)に溶解 して、80℃
で10時間incubateする。 この操作 でDNAのプ リンH8はお よそ90晃以上が重水素 に置
換 され るの で、滴 定 の解析 が容 易 に なっ た。DNAはその後 凍結 乾燥 して 、0.lM
NaC1/H20-D20(9:1,v/v)(45μ1)に溶 解 して滴定実験 に用 いた。10℃で1-1パル
ス を用いて 、 アミ ドプ ロ トンを観 測 しなが らGT-12を滴下 した。
pHはBLM一金属錯 体 を加 える度 に、NaOD、DC1の希薄溶液でpH6.7～6.9の範囲内
に調整 した。
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4.GT-12・BLM‐VOs+複合 体の2次 元NMR
GC-121μmolを0.1MNaCl400u1を加えて 凍結乾燥 し、そ の後200μ1の
99.98箔D20に溶解 した。BLM-VO3+は1μmolを凍結 乾 燥 した後 、99.98%D20
100μ1に 溶解 してpHを6.8に合 わせ 、NMRサンプル チ ュー ブ中 のDNAに加 え た
後、pHを確認 した。pHを6.8に調整 した後D20を加 えて容量 を400μ1と した。
このサ ンプル を 、15℃でNOESY(混合時 間150、250,および400ms)および2D-
HOHAHA(MLEV-17,混合時問30ms)を15℃で測定 した。
5.モ デルの構築
モ デル構築 に用 いたBLMの初期座 標 は、チバガイ ギー国際研究所 の合 田圭吾氏 に
ご供与 頂 いた もの を使用 した。B型DNA(GT-12)は大型計算機ACOS930(NEC)上で
プログ ラムMOLCON(藤井 、1984)を用 いて作成 した。両者 の座標 を結合 して、 グ ラ
フ ィクス コンピュー ターTITAN(久保 田製 作所)上 でプログラムMOLGRAPHを用 いて
モデル構築 を行 った。
第三章 の実験
1.計 算機 実験
計 算 は全 て、大 阪大学 蛋 白研究所結 晶解析 セ ンターの大 型計算機ACOS930(NEC)
を用 いて行 った。
分子動 力学計算 はXPLORver1.582}を用 いて行 った。立体図 の作成 は、PLUTO
を用 いた 。 また らせん のパ ラメー ター の計 算 は、BIOCON89(藤井 、1989)で行 っ
た。
2.分 子 動力学計 算に用 いたエ ネルギ ー関数 お よび主要パ ラメー ター
実 際にプ ログ ラムXPLORを使 用す るにあ たって、本論 ではふ れなか ったい くつか
のエ ネル ギー 関数お よびパ ラメー ター につ いてここに列記 する。
リンの全体 の電荷 は、-0.32eとした。95)これ は溶媒和 の効果 を1/rスク リーニ
ング関数 に よって近似 した もので ある。96}
プ ロ トン間距 離(表11)に は、 それぞれ の距離(r、」)に従 い、誤差 を含ん だ値
として上限(r;;u)と下限(r、」りを次の ように見積 もった。
110
rij r;;' r;;u(A)
～3 .0
3.0^-3.5
3.5^-4.0
4.0～
r;;-0.20
r;;-0.25
r;;-0.30
r;;-0.60
r;;+0.25
r;;+0.30
r;;+0.35
r;;+0.25
上 記 の よ うな、誤 差 を含 んだ距離 に たい して、square-well関数 による擬似エ ネ
ル ギー項(式2)で 表 され る束縛 をか けた。 チ
E。。E・k。 。、(r、catJLLr;;)2ifC81r;;>ur,s
=Oifr　 u>r;;eat>r;;°
=+'NOE(ri」ca1-ri」1)2ifr; .1ca1〈r;;ユ
ま た 二 面 角 に 関 す る 束 縛 条 件 も 同 様 に 行 っ た(3)。
EcD・H°kCDIH(φ・C81_Jφ ・u3)2ifφ ・catJ>φ ・u3
=Oifφuij≧C&1ij≧,/,u `yij
=konIH(φi」ca1一 φi」1)2ifφi」cai〈 φisi
(2)
(3)
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